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W POSZUKIWANIU ABERRACJI METYLACJI DNA ZWIAZANYCH Z PODATNOSCIA NA
RAKA JAINIKA

Rak jajnika (RJ) jest jedng z najbardziej $miertelnych chorob nowotworowych kobiet. Rokowanie
dotyczace RJ zalezy gtéwnie od jego wczesnego wykrycia (wskaznik 5-letniego przezycia spada z ~90%
do 30% wraz z p6znym wykryciem). Jednak, ze wzglgdu na bezobjawowy charakter RJ i brak skutecznych
badan pozwalajacych wykry¢ wezesng fazg choroby, okoto 70% kobiet diagnozuje si¢ w zaawansowanym
stadium, gdy guz rozprzestrzenit si¢ poza miednice i do odleglych miejsc przerzutowych, ktorych nie da
si¢ catkowicie usunaé operacyjnie. ldentyfikacja kobiet z grupy wysokiego ryzyka RJ i nastgpnie
odpowiednie strategie dotyczace stylu zycia i badan kontrolnych, moga wptyna¢ na wczesng diagnozg i
tym samym zmniejszy¢ liczbe zgonow.

RJ charakteryzuje si¢ znaczacg iloscig tzw. dziedzicznych przypadkéow. Mutacje germinalne
(obecne we wszystkich komorkach ciata, w tym w komoérkach rozrodczych, przekazywane w rodzinie z
pokolenia na pokolenie) w juz poznanych genach zwigzanych z nowotworami, wykrywa si¢ u ponad 20%
pacjentek. Biorac powyzsze pod uwagg, RJ stanowi jeden z najlepszych modeli do badania potencjalnego
wpltywu alternatywnego mechanizmu, tj. nieprawidlowej metylacji DNA, na ryzyko choroby.
Rozpatrywana w tym projekcie hipoteza zaktada, ze nieprawidtowa metylacja DNA normalnej tkanki jest
jednym z czynnikdéw przyczyniajacych sie, przynajmniej w niektorych przypadkach, do ryzyka RJ.

Metylacja DNA to modyfikacja epigenetyczna, w ktorej grupa metylowa jest przytaczona do wegla
5 cytozyn (5mC), zwykle w konteksScie cytozyny, po ktorej nastepuje guanina (miejsce CpG). Od 60% do
90% wszystkich miejsc CpG jest metylowanych u ludzi, regulujac tkankowo-specyficzng ekspresje gendw,
wyciszenie transpozycyjnych elementéw DNA i wiele innych procesow. W DNA wielu nowotworow
obserwuje si¢ nieprawidtowy wzor metylacji, obejmujacy hipometylacje catego genomu, jak rowniez
hipermetylacje zwykle niemetylowanych wysp CpG w regionach promotorowych genéw supresorowych
nowotworu. Taka hipermetylacja, prowadzaca do wyciszenia ekspresji genow, moze dziata¢ jako
alternatywny mechanizm ich inaktywacji (obok mutacji) i stanowi¢ jedno z ,,dwoch zdarzen™ hipotezy
Knudsona o transformacji onkogennej. Dlatego jednym z celéw badawczych projektu jest ocena czgstosci
wystepowania nieprawidlowej metylacji w regionach promotorowych kilku genéw zwigzanych z RJ w
normalnej tkance (tj. krwi) w grupie pacjentow z RJ i dopasowanej grupie kontrolnej, w celu ustalenia
potencjatu tych nieprawidlowosci jako nowych czynnikow ryzyka RJ. Do profilowania nieprawidtowej
metylacji DNA opracowatam wysokowydajny i ultraczuly test panelowy metylacji (OVCA MethPanel)
obejmujacy regiony promotorowe dziewigciu genow zwigzanych z RJ, ktory jest oparty na glebokim
bisulfitowym sekwencjonowaniu amplikonow. Dzigki duzemu pokryciu (>>1000x) OVCA MethPanel
precyzyjnie okresla nawet bardzo niski poziom metylacji w calym analizowanym regionie, a takze w
poszczegdlnych miejscach CpG. Jest to niezwykle wazne, poniewaz zdecydowana wigkszo$¢
nieprawidlowej metylacji DNA w normalnej tkance ma charakter mozaikowy, czyli wystepuje w malej
frakcji komorek. Roéwnoczes$nie, w poszukiwaniu nowych nieprawidtowosci metylacji DNA potencjalnie
zwigzanych z RJ, przeprowadzimy analiz¢ catego metylomu. Skala tego podejscia umozliwi analizg
dodatkowych 98% miejsc CpG w genomie, ktore nie byly wezeéniej analizowane pod katem ich zwigzku
z podatnoscig na RJ. Jednoczesna identyfikacja wszystkich zasad azotowych DNA i statusu metylacji w
kazdej pozycji umozliwi takze identyfikacje zwigzanych z RJ metylacyjnych loci cech ilo$ciowych
(meQTLs), czyli genetycznych loci, w ktorych zmienno$¢ genetyczna jest powigzana ze zmianami w
poziomie metylacji DNA w okre§lonym miejscu CpG. Nowo zaprojektowany ultraczuty test panelowy
metylacji, wykorzystujacy glebokie sekwencjonowanie, zweryfikuje miejsca nieprawidtowej metylacji
(zidentyfikowane w analizie catego metylomu) w wigkszej grupie walidacyjnej. Wreszcie, korzystajac z
zastosowanych podej$¢ metodologicznych, scharakteryzujemy zidentyfikowane nieprawidtowosci
metylacji, oceniajgc gestos¢ metylacji miejsc CpG, homo/heterogeniczno$¢ metylacji (na poziomie
odczytow/komorek), rozmiar metylacji (miejsca poczatkowe/koncowe), wspotwystepowanie z wariantem
genetycznym, specyficzno$¢ alleliczng oraz inne aspekty. Aspekty te sa wazne np. w przewidywaniu
mozliwego wplywu nieprawidtowej metylacji na ekspresje genéw (gestos¢ metylacji miejsc CpG) lub w
przewidywaniu wczesnego charakteru rozwojowego tych nieprawidtowosci (specyficznos¢ alleliczna
metylacji).

Podsumowujgc, projekt przyczyni si¢ do istotnego poszerzenia wiedzy z zakresu wpltywu
nieprawidlowej metylacji DNA w prawidlowej tkance na ryzyko RJ i dostarczy nowych potencjalnych
czynnikow ryzyka RJ zwigzanych z metylacja.



