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DNA komorek wielu nowotwordéw (w tym biataczek) charakteryzuje si¢ globalng hipometylacja
DNA. Sugeruje to, ze hipometylacja DNA odpowiedzialna jest za niestabilno$¢ genomu i transformacj¢
nowotworowa. Pomimo wielu doniesien o udziale aktywnej demetylacji DNA w rozwoju ostrych biataczek
do tej pory nie znalazty one zastosowania w praktyce klinicznej. Z tego powodu postanowilismy
odpowiedzie¢ na pytania:

e Czy produkty procesow epigenetycznych, takich jak aktywna demetylacja i deaminacja DNA,
mierzone w DNA komorek krwi obwodowej, osoczu lub moczu moga w przysztosci staé si¢
biomarkerami rozwoju ostrych biataczek, ktore pozwolg na przewidywanie i monitorowanie
przebiegu leczenia tych chordb?

e Czy u 0so6b cierpigcych na ostre biataczki i u takich, ktore przeszly chemioterapi¢ mozna $ledzic
zaburzenia w funkcjonowaniu szlakéw metabolicznych, zaangazowanych w procesy epigenetyczne?

e Czy leczenie czynnikami hipometylujacymi skutkuje zmianami molekularnymi w szlakach
metabolicznych zaangazowanych w powyzsze procesy epigenetyczne?

o T ostatecznie, czy mutacje w obrebie gendw kodujacych poszczegodlne elementy badanych szlakow
metabolicznych, przektadajg si¢ na zmiany w st¢zeniu ich produktow?

Aby odpowiedzie¢ na powyzsze watpliwosci zamierzamy zmierzy¢ i porownac stgzenia produktow
szlakow metabolicznych zaangazowanych w procesy epigenetyczne, takie jak deaminacja i aktywna
demetylacja, u pacjentéw cierpigcych na ostra biataczke limfoblastyczng (ALL), ostra biataczka szpikowa
(AML), a takze u pacjentow z zespotem mielodysplastycznym (MDS), u pacjentow z AML rozwijajaca si¢
na bazie MDS, jak rowniez w grupie kontrolnej. Pomiaréw tych dokonamy w dwoch punktach czasowych,
przed rozpoczgciem leczenia i w okresie remisji choroby. Uzyskane pomiary zestawimy z wynikami analizy
ekspresji genow zaangazowanych w badane procesy, jak rowniez ze statusem ich mutacji.

U pacjentow, w ktorych krwi obwodowej bedzie obecny znaczny odsetek komorek klonu
biataczkowego, podejmiemy probe ich wysortowania, a nastgpnie oznaczenia w ich materiale genetycznym
demetylowanych i deaminowanych zasad azotowych. Co wigcej, przy uzyciu metod skoringowych i drzew
klasyfikacyjnych podejmiemy probe wytypowania biomarkera, lub tez kombinacji biomarkerow, ktora
bedzie cechowac si¢ jak najwyzsza wartoscig diagnostyczng i predykcyjna, a w przysztosci pozwoli na
skonstruowanie prostego testu diagnostycznego, ktory na state wszedtby do rutynowej praktyki kliniczne;j.

W celu oznaczenia wyzej wymienionych modyfikacji w DNA i w moczu postuzymy si¢ wysoce
zaawansowang technika badawcza: dwuwymiarowg ultrasprawng chromatografig cieczowa z tandemowa
spektrometria mas (2D-UPLC/MS/MS), natomiast w przypadku oznaczen wykonywanych w 0soczu
postuzymy Sie utrasprawng chromatografia cieczowa z detekcja UV i tandemowa spektrometrig mas. W
przypadku analizy ekspresji genow zaangazowanych w procesy epigenetyczne, zamierzamy postuzy¢ sie
technikg qRT-PCR przy uzyciu LightCycler 480 - jednego z najbardziej zaawansowanych urzadzen tego
typu dostgpnych na rynku. Przy jego pomocy dokonamy rowniez oceny obecnos$ci mutacji punktowych,
wykorzystujac nowatorska technike HRM-PCR.

Proponowane badania pozwolg na petiejsze i bardziej kompleksowe zrozumienie procesow
epigenetycznych, zwlaszcza niedawno poznanych procesow aktywnej demetylacji DNA. Jest to szczegdlnie
wazne w kontekscie patogenezy ostrych biataczek i ich leczenia, gdyz zaburzenia w epigenetycznej regulacji
aktywnosci genow warunkujacych proliferacje i roznicowanie komorek leza u podstaw rozwoju tych
jednostek chorobowych. Liczymy na to, iz uzyskane przez nas wyniki potwierdza hipoteze, ze globalne
oznaczanie modyfikacji epigenetycznych moze stanowi¢ uzyteczne narzgdzie diagnostyczne, ktore
pozwolitoby prognozowac i monitorowac przebieg procesu leczenia choroby, jak rowniez oszacowaé ryzyko
wystapienia jej nawrotu. Wyniki te moga takze stanowi¢ podstawy do opracowania tanich, prostych testow
diagnostycznych, badajacych stezenia wytypowanych w toku badan biomarkerow o najwyzszej wartosci
prognostycznej, ktore docelowo moglyby mie¢ zastosowanie w rutynowej praktyce klinicznej. Co wigcej,
niniejsze badania moga stanowi¢ przyczynek do wprowadzenia $cisle spersonalizowanych strategii
terapeutycznych, ktore opieralyby si¢ na zastosowaniu chemioterapeutykow najskuteczniejszych w leczeniu
danego pacjenta.



