Jedng z najlepiej scharakteryzowanych modyfikacji epigenetycznych jest metylacja DNA, polegajaca na przylgczeniu grupy
metylowej do pierscienia cytozyny. Proces powstawania 5-metylocytozyny (5-metCyt) jest katalizowany przez metylotransferazy
DNA. Metylacja reszt cytozynowych odgrywa wazng role w kontroli ekspresji genéw, w tym zwigzanych z odpowiedzig na leki.
Geny aktywne transkrypcyjnie wykazujg hipometylacje, podczas gdy transkrypcyjnie nieaktywne sg zazwyczaj zmetylowane. Od
niedawna wiadomo, ze poziom 5-metylocytozyny w DNA moze ulegaé zmianom w wyniku procesu aktywnej demetylacji.
Komdrki wielu nowotwordw (w tym raka piersi) i zmian przednowotworowych charakteryzuje globalna hipometylacja DNA,
skutkujaca niestabilnoscia genomu.

U ssakdw 5-metCyt moze by¢ dalej utleniana do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmCyt) z udziatem biatek TET (ang. ten-eleven
translocation), a jej zawartos¢ w genomowym DNA ocenia sie na okoto 0,003 — 0,6%. Pochodnymi utlenionej przez rodzine
biatek TET 5-hmCyt sg 5-formylocytozyna (5-fCyt) i 5-karboksycytozyna (5-caCyt). Na $ciezce naprawy typu BER (ang. base
excision repair), czyli poprzez wycinanie zasad, glikozylaza TDG usuwa 5 fCyt i 5-caCyt i zastepuje cytozyna, czego efektem jest
demetylowany DNA. 5-HmCyt moze ulega¢ deaminacji z udzialem biatek rodziny AID/APOBEC prowadzac do powstania 5-
hydroksymetylouracylu (5-hmUra). Kofaktorami dla biatek TET sg jony Fe2* i czasteczki 2-ketoglutaranu. Aktywnos$é niektorych
biatek TET jest zalezna od obecnosci witaminy C. Uwaza sie, ze witamina C, poprzez regulacje aktywnosci TET wzmaga
powstawanie 5-hmCyt. Biatka TET jako dioksygenazy wykorzystujace do swojej aktywnosci tlen i 2-ketoglutaran moga
modulowaé stan metaboliczny i oksydacyjny komérek i w ten spos6b zmienia¢ wzor metylacji DNA. 2-Ketoglutaran, znany
intermediat cyklu Krebsa, moze zosta¢ przeksztatcony do 2-hydroksyglutaranu, ,,onkometabolitu”, ktéry wystepuje w komérkach
nowotworowych w podwyzszonym stezeniu i moze hamowa¢ aktywno$¢ biatek TET, a to z kolei moze zaburza¢ proces aktywnej
demetylacji DNA.

Nadrzednym celem projektu jest zbadanie czy wyzej wymienione produkty aktywnej demetylacji DNA moga znalez¢
zastosowanie jako nowe czynniki predykcyjne okreslajace odpowiedz na systemowe leczenie przedoperacyjne (chemioterapie
neoadjuwantowa) pacjentek z rakiem piersi. W proponowanym projekcie badaniami beda objete kobiety z rozpoznanym rakiem
piersi, ktore zakwalifikowano do chemioterapii neoadjuwantowej w schemacie AC-T (doksorubicyna, cyklofosfamid, taksany -
paklitaksel). U wszystkich kobiet wykonane beda badania obrazowe: mammografia, ultrasonografia piersi, regionalnych weztow
chtonnych i jamy brzusznej oraz badanie rentgenowskie klatki piersiowej w celu okre$lenia stopnia zaawansowania nowotworu w
oparciu o klasyfikacje TNM. Materiatem do badan beda prébki krwi i moczu pobrane przed rozpoczeciem chemioterapii (probka
A), po zakoriczeniu cykli z doksorubicyng i cyklofosfamidem (probka B), po zakonczeniu cykli z taksanami (prébka C) i okoto
miesigc po zabiegu operacyjnym (prébka D). Materiat badany beda stanowi¢ réwniez tkanki pobrane w trakcie zabiegu
operacyjnego (tkanka zmieniona nowotworowo i marginalna tkanka prawidtowa).

Analiza oksydacyjnych pochodnych 5-metCyt i produktéw jej deaminacji w DNA izolowanym z leukocytow probek krwi ze
wszystkich punktéw czasowych oraz DNA tkanek nowotworowych i odpowiadajacych im tkanek prawidtowych wykonana bedzie
przy uzyciu chromatografii cieczowej dwuwymiarowej z detekcja mas (LC-2D/MS/MS). Proponowane badania moga dostarczyé
odpowiedzi na pytanie; czy istnieje zwigzek pomiedzy poziomem metabolitéw aktywnej demetylacji DNA, a remisjg nowotworu
oraz czy istniejg roznice w poziomach pochodnych 5-metCyt w zaleznosci od odpowiedzi na chemioterapie. Ocena prognostyczna
jest bardzo przydatna w podejmowaniu decyzji odnosnie dalszego leczenia. W przypadku potwierdzenia roli 5-hmCyt (i/lub jej
pochodnych) jako markera predykcyjnego odpowiedzi na systemowe leczenie raka piersi, poziom tej modyfikacji bedzie mozna
analizowac uzywajac komercyjnie dostepnych testow (np. przeciwciata — ELISA) i w ten sposéb okresla¢ grupe podwyzszonego
ryzyka negatywnej odpowiedzi na zastosowane leczenie. Dotychczas nie przeprowadzono badan dotyczacych istnienia zwigzku
pomiedzy poziomem witaminy C i 2-ketoglutaranu/2-hydroksyglutaranu we krwi i tkankach a poziomem 5-hmCyt i jej
pochodnych u chorych przed i po chemioterapii. W celu wyjasnienia udziatu biatek, m.in. AID, TET, TDG w procesie aktywnej
demetylacji, w kontekscie chemioterapii nowotwordw, podejmiemy badania ekspresji tych genéw w leukocytach, komdrkach
tkanek zmienionych nowotworowo i tkanek prawidtowych z wykorzystaniem techniki gRT-PCR. Planujemy wyjasni¢ zwigzek
pomiedzy poziomem ekspresji tych gendéw a iloscig produktéw aktywnej demetylacji w badanym materiale przed i po
chemioterapii. Proponowane analizy powinny dostarczy¢ nowych informacji na temat roli nieprawidtowych szlakéw
metabolicznych w rozwoju raka piersi i pozwoli¢ na znalezienie markeréw przydatnych dla wczesnej diagnozy.

Wielu badaczy uwaza, ze 8-oksy-2’-deoksyguanozyna (8-oksydG) jest najlepszym markerem stresu oksydacyjnego na poziomie
calego organizmu. Nasze wczesniejsze badania wykazaly istnienie zaleznosci pomiedzy chemioterapig z zastosowaniem
antracyklin a stresem oksydacyjnym, co uzasadnia podjecie planowanych w projekcie badan poziomu wydalanej w moczu 8-
oksydG. ChcielibySmy réwniez sprawdzi¢, czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy stresem oksydacyjnym a poziomem produktow
naprawy DNA zwigzanych z aktywng demetylacjg (5-hmCyt i 5-hmUra) wydalanych w moczu. Aby odpowiedzieé na pytanie,
czy istnieje bezposredni zwiazek stresu oksydacyjnego indukowanego chemioterapig z procesem aktywnej demetylacji w
przypadku pacjentek z rakiem piersi, powyzsze analizy planujemy wykona¢ w prébkach moczu pobranych przed rozpoczeciem,
na poszczegolnych etapach oraz po zakoriczonej chemioterapii.

Zmiany wzoru metylacji DNA sg powszechnie obserwowane w patogenezie nowotworéw, a takze w reakcji na niektore leki, w
tym chemioterapeutyki. Podsumowujac, mozna zatozy¢, ze wyniki proponowanych przez nas badan moga przyczyni¢ sie do
lepszego zrozumienia procesow aktywnej demetylacji DNA oraz zwigzku obserwowanych zmian epigenetycznych z przebiegiem
choroby nowotworowej i odpowiedzig na zastosowane leczenie systemowe.



