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1. Wstep

1.1 AML - etiopatogeneza, rozpoznanie i leczenie

Ostra biataczka szpikowa (AML, ang. acute myeloid leukemia) jest chorobg nowotworowg
wywodzacg sie z komérek linii mieloidalnej szpiku kostnego. U podstaw rozwoju AML lezy
niekontrolowana proliferacja niedojrzatych komérek blastycznych, ktéra wypiera proces
réznicowania i podziatu komdrek dojrzatych. To z kolei skutkuje nagromadzeniem w szpiku
kostnym komodrek we wczesnych fazach rozwojowych, co ostatecznie prowadzi do

niewydolnosci szpiku kostnego i Smierci [1].

Wérdd pacjentdw dorostych AML stanowi 80% wszystkich ostrych biataczek, a mediana wieku
chorych wynosi 67 lat [1]. Zapadalnos¢ na AML wynosi okoto 5/100 000 mieszkancéw/rok i

wzrasta wraz z wiekiem, a w$rdd mezczyzn choroba wystepuje czesciej niz wérdd kobiet [2].

Objawy AML wynikajg z wypierania poszczegdlnych linii komdérkowych w szpiku kostnym przez
komorki blastyczne. Wyparcie uktadu czerwonokrwinkowego skutkuje anemig, ktoéra
manifestuje sie postepujgcym ostabieniem, zawrotami gtowy oraz dolegliwosciami
stenokardialnymi. Wyparcie uktadu megakariocytarnego wigze sie z obnizong liczbg ptytek
krwi, co u pacjenta moze powodowac krwawienia z jam ciata oraz skaze skérno-$luzéwkowa.
Wreszcie, zajecie szpiku kostnego przez klon biataczkowy prowadzi do obnizenia liczby
neutrocytéw we krwi obwodowej, co ma powazne konsekwencje dla pacjenta w postaci
infekcji bakteryjnych oraz niekiedy grzybiczych [1]. AML moze przebiega¢é réwniez z
naciekami narzgdowymi, gtéwnie watroby, Sledziony i weztéw chtonnych, a takze dzigset i
skéry. Wysoka leukocytoza krwi obwodowej u pacjentéw z AML moze spowodowaéd
zaburzenia jej przeptywu w naczyniach wiosowatych, co definiowane jest mianem leukostazy.
Do czestych, lecz niespecyficznych objawdw ostrej biataczki szpikowe]j nalezy dodac¢ réwniez

poty nocne oraz utrate masy ciata [1].

Przy stawianiu diagnozy AML kluczowe s3 badania laboratoryjne krwi obwodowej oraz
badanie cytologiczne i immunofenotypowe szpiku kostnego, a kryteria diagnostyczne
rozpoznania ostrej biataczki szpikowe] oparte s miedzy innymi o odsetek mieloblastéw w

szpiku kostnym lub krwi obwodowej [3].

Niezbednym elementem diagnostyki AML jest ocena czynnikédw cytogenetyczno-

molekularnych dokonywana metodg cytogenetyki klasycznej, FISH oraz PCR lub NGS.
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Stwierdzenie t(8;21), inv(16), t(16;16) lub t(15;17) w badaniu cytogenetycznym lub FISH
upowaznia do rozpoznania AML niezaleznie od odsetka komodrek blastycznych w szpiku
kostnym i krwi obwodowej. Do rutynowych badan molekularnych wykonywanych
obowigzkowo u kazdego pacjenta z AML w ciggu pierwszych 3-5 dni od postawienia diagnozy
nalezy ocena obecnosci mutacji NPM1, FLT3, IDH1 i IDH2, a takze rearanzacji PML::RARA,
CBFB::MYH11, RUNX1::RUNX1T1, KMT2A oraz BCR::ABL1 [4]. W ciggu pierwszego cyklu
leczenia nalezy ponadto oznaczy¢ status genéw warunkujgcych rozpoznanie AML z mutacjami
genowymi zaleznymi od mielodysplazji, tj. BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF]1,
ZRSR2, ASXL1, a takze geny TP53 i DDX41. Badania cytogenetyczno-molekularne sg niezbedne
do przyporzadkowania pacjenta z AML do konkretnego typu ostrej biataczki szpikowej wedtug

obowigzujgcej klasyfikacji [4].

Przed 2022 rokiem odsetek mieloblastéw w szpiku kostnym lub krwi obwodowej uprawniajgcy
do rozpoznania ostrej biataczki szpikowej wynosit >20%, a obowigzujacg klasyfikacjg byta
publikowana przez IARC (International Agency for Research on Cancer) klasyfikacja Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organization) [5]. Aktualnie obowigzujaca
klasyfikacja ICC (ang. International Consensus Classification) obnizyta wymagany minimalny
odsetek blastéow do 10% w przypadku AML ze zmianami cytogenetyczno-molekularnymi
znanymi jako unikatowe dla ostrych biataczek szpikowych, a takze wprowadzita nowg grupe
MDS/AML, obejmujacy pacjentdow z odsetkiem blastéw wiekszym niz 10%, ale mniejszym niz

20%, tab. 1 [3].

Nowa klasyfikacja usuneta ponadto AML zalezng od terapii (tAML, ang. therapy related AML)
oraz AML ze zmianami zaleznymi od mielodysplazji (AML-MRC, ang. myelodysplasia related
changes AML) jako osobne typy ostrej biataczki szpikowej. Zamiast tego, wprowadzono trzy
kwalifikatory diagnostyczne, do ktérych nalezy przyporzgdkowac¢ chorego po okresleniu
konkretnego typu AML. Nalezg do nich: 1. Zwigzany z terapig (chemioterapig, radioterapig,
immunoterapig), 2. Progresujgcy z MDS (zespotu mielodysplastycznego) lub MDS/MPN
(zespotu mielodysplastycznego/zespotu mieloproliferacyjnego), lub 3. Zwigzany z

predyspozycjg germinalng [3].

Jak wczedniej wspomniano, kluczowg role w rozwoju AML majg czynniki cytogenetyczno-
molekularne, a przyczyng wzrostu dominujgcego klonu niedojrzatych komdérek linii

mieloidalnej jest systematyczne nabywanie przez komdrki somatycznych mutacji
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genetycznych, ktore zaburzajg procesy dojrzewania i apoptozy hematopoetycznych komaérek

macierzystych (HSCs, ang. Hematopoietic Stem Cells) [6].

tab. 1 Klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych wg. ICC 2022 (dla kazdego typu AML lub
MDS/AML podano odsetek blastow uprawniajgcy do rozpoznania choroby).

Ostra biataczka promielocytowa (APL) z t(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA = 10%

APL z innymi rearanzacjami RARA! > 10%

AML z t(8;21)(q22;922.1)/RUNX1::RUNX1IT1 > 10%

AML z inv(16)(p13.1922) lub t(16;16)(p13.1;922)/CBFB::MYH11 > 10%
AML z t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A > 10%

AML z innymi rearanzacjami KMT2A? > 10%

AML z t(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK::NUP214 > 10%

AML z inv(3)(g21.3G26.2) lub (3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2; MECOM(EVI1) > 10%

AML z innymi rearanzacjami MECOM? > 10%

AML z innymi rzadko nawracajgcymi translokacjami > 10%

AML z t(9;22)(934.1;q11.2)/BCR::ABL1* > 20%
AML z mutacjg NPM1 2 10%
AML z mutacjami bZIP CEBPA > 10%

AML i MDS/AML z mutacjg TP53 10-19% (MDS/AML) i > 20% (AML)

AML i MDS/AML z mutacjami genowymi zaleznymi od mielodysplazji 10-19%
(MDS/AML) i =2 20% (AML)
Zdefiniowane mutacjami wASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 lub ZRSR2

AML ze zmianami cytogenetycznymi zaleznymi od mielodysplazji 10-19% (MDS/AML)
i>20% (AML)

Zdefiniowane jako obecno$¢ kariotypu ztozonego (= 3 niezalezne klonalne aberracje chromosomalne przy
nieobecnosci innych definiujgcych jednostke nawracajgcych zmian genetycznych), del(5q)/t(5q)/
add(5q), -7/del(7q), +8, del(12p)/t(12p)/add(12p), i(17q), -17/add(17p) or del(17p), del(20q), i/lub
klonalne aberracje idic(X)(q13)

AML inaczej nieokreslona (NOS) 10-19% (MDS/AML) i > 20% (AML)

Miesak mieloidalny
1Zawiera AML z t(1;17)(942.3;921.2)/IRF2BP2::RARA; t(5;17)(935.1;021.2)/NPM1::RARA; t(11;17)(g23.2;q21.2)/ZBTB16::RARA; kryptyczna
inv(17q) lub del(17)(g21.2921.2)/STAT5B::RARA, STAT3::RARA; inne geny ulegajace rzadko rearanzacji z RARA:TBL1XR1 (3926.3), FIP1L1
(4912), BCOR (Xp11.4).
2Zawiera AML z t(4;11)(921.3;923.3)/AFF1::KMT2A; t(6;11)(q27;923.3)/AFDN::KMT2A;t(10;11)(p12.3;923.3)/MLLT10::KMT2A;
t(10;11)(g21.3;923.3)/TET1::KMT2A; t(11;19)(923.3;p13.1)/KMT2A::ELL; t(11;19)(g23.3;p13.3)/KMT2A::MLLT1.
3Zawiera AML z t(2;3)(p11_23;926.2)/MECOM::?; t(3;8)(q26.2;024.2)/MYC,MECOM,; t(3;12)(q26.2;p13.2)/ETV6::MECOM;
(3;21)(926.2;922.1)/MECOM::RUNX1.
“Kategoria MDS/AML nie moze by¢ uzywana dla AML z BCR::ABL1.




Dotychczas zidentyfikowano setki mutacji genowych petnigcych potencjalng role w rozwoju
AML, ale tylko czesci z nich przypisano warto$s¢ prognostyczng [4]. Na podstawie
wystepowania tych mutacji oraz konkretnych zaburzend cytogenetycznych grupa ELN
(European LeukemiaNET) dokonata podziatu pacjentéw z AML na tych o korzystnym,
posrednim oraz niekorzystnym ryzyku i wzgledem tej stratyfikacji oraz stanu ogdlnego

pacjenta ustalana jest strategia leczenia, tab. 2 [4].

tab. 2 Stratyfikacja ryzyka cytogenetyczno-molekularnego w AML wedtug ELN 2022

Ryzyko Cecha genetyczna

e (8;21)(922;G22.1)/RUNX1::RUNX1T1
e inv(16)(p13.1922) lub t(16;16)(p13.1;q22)/
Korzystne CBFB::MYH11
e mutacja NPM1 bez FLT3-ITD

e mutacja CEBPA*

e mutacja NPM1 z FLT3-ITD
e WT NPM1 z FLT3-ITD (bez niekorzystnych czynnikow
cytogenetycznych)
Posrednie
e  (9;11)(p21.3;G23.3)/MLLT3::KMT2A

e Aberracje cytogenetyczne lub molekularne niesklasyfikowane

jako korzystne lub niekorzystne

e 1(6;9)(p23.3;9q34.1)/DEK::NUP214
e t(v;11923.3)/rearanzacja KMT2A
e t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1
e (8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP
e inv(3)(q21.3926.2) lub t(3;3)(921.3;926.2)/
GATA2, MECOM(EVI1)
Niekorzystne e t(3926.2;v)/rearanzacja MECOM(EVI1)
e -5lubdel(5q); -7;-17/abn(17p)
e kariotyp ztozony, kariotyp monosomalny
e mutacja ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, i/lub
ZRSR2

e mutacja TP53

*mutacja przesuwajgca ramke odczytu obejmujqca region zasadowy zamka leucynowego genu CEBPA



Pacjenci obcigzeni mutacja TP53 i jednoczesnie ztozonym kariotypem majg najgorsze
rokowanie, zas pacjenci z mutacjg genu NPM1 przy jednoczesnym braku mutacji FLT3-ITD sg
klasyfikowani do ryzyka korzystnego i moga liczy¢ na catkowite wyleczenie bez stosowania

alloHSCT [4].

U znaczacego odsetka pacjentéw z AML identyfikuje sie ponadto mutacje gendéw, ktérych
produkty modyfikujg DNA komodrek szpiku kostnego w sposéb prowadzacy do zmiany ich
funkcji i w efekcie do rozwoju klonu biataczkowego. Taki posredni mechanizm zmiany funkgji
komorki okreslany jest mianem procesu epigenetycznego. Chociaz mutacje genow
zaangazowanych w procesy epigenetyczne nie znalazty sie w aktualnej stratyfikacji ryzyka
cytogenetyczno-molekularnego wedtug ELN 2022, petnig one kluczowg role w

leukemogenezie i zostaty omdéwione w dalszej czesci pracy.

Leczenie AML u pacjentédw miodszych oraz nieobcigzonych licznymi chorobami
towarzyszacymi ma na celu doprowadzenie do catkowitego wyleczenia i polega na podawaniu
chemioterapii indukujgcej oraz - u czesci pacjentdw — nastepczym przeszczepie komédrek
macierzystych [1, 4]. Terapie pacjentéw starszych niz 65-70 lat prowadzi sie z intencja
wydtuzenia zycia i poprawy komfortu przezycia, chociaz cze$¢ chorych moze by¢ takze
kwalifikowana do chemioterapii indukujgcej i alloHSCT pod warunkiem dobrego stanu
ogolnego i braku choréb towarzyszgcych [4]. Najbardziej obcigzona chorobami
towarzyszacymi cze$é starszych pacjentéw nie jest kwalifikowana do terapii

przeciwnowotworowej i w tej grupie chorych stosuje sie leczenie paliatywne [7].
Leczenie klasyczne

U pacjentéw kwalifikujgcych sie do intensywnej chemioterapii indukujgcej standardem
leczenia pierwszego rzutu na Swiecie jest schemat ,3+7”, czyli kombinacja antybiotyku
antracyklinowego - najczesciej daunorubicyny podawanej przez 3 kolejne dni w skojarzeniu z
arabinozydem cytozyny (Ara-C, cytarabina) podawanym przez 7 dni [8]. Cytarabina jest
antymetabolitem, ktdry po wejsciu do komorki nowotworowej ulega fosforylacji do
aktywnego tréjfosforanu — Ara-CTP. Zwigzek ten wywiera efekt cytotoksyczny wobec komaérki
w dwojaki sposdb: posrednio poprzez inhibicje polimerazy DNA oraz bezposrednio poprzez
wbudowywanie sie w tancuch DNA, co powoduje jego przerwanie i zahamowanie syntezy DNA

[9]. Efekt cytotoksyczny antracyklin wywotywany jest natomiast poprzez trwate wigzanie sie
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tych lekéw z helisa DNA i bezposrednie hamowanie jej replikacji [10]. Wykazano jednak, ze
daunorubicyna blokuje réwniez aktywnos$¢ topoizomerazy Il, ktédra w normalnych warunkach
reguluje konformacje helisy DNA poprzez tworzenie przejsciowych nacie¢ w obrebie helisy. W
przypadku inhibicji topoizomerazy Il tymczasowe naciecia zostajg utrwalone, co prowadzi do

akumulacji nadmiarowych przerw w obrebie nici DNA i Smierci komorki [11].

Za pomocg schematu ,,3+7” catkowitg remisje uzyskuje 57-82% mtodszych pacjentéw (ponizej
60r.2.) oraz 54-64% pacjentow w wieku 60 lat i wiecej [12-15]. U 4,5-12% pacjentéw leczonych
chemioterapig indukujgcg nastepuje zgon w trakcie leczenia zwigzany najczesciej z
rozwinieciem infekcji, progresjag choroby podstawowej lub krwawieniem [12, 15]. W ciggu
ostatnich czterech dekad wsrdd pacjentéw indukowanych schematem "3+7" nastgpita
poprawa w zakresie odsetkéw uzyskiwanych remisji catkowitych, diugosci catkowitego
przezycia, odsetka nawrotéw oraz odsetka wczesnych zgondéw, a przyczyne tego progresu
upatruje sie w stosowaniu wyzszych dawek chemioterapeutykéw [16]. Udowodniono
bowiem, ze stosujgc daunorubicyne w dawce 90mg/m? dziennie uzyskuje sie wyzsze odsetki
remisji catkowitych i nizsze odsetki nawrotéw niz w przypadku dawki 45mg/m?[12, 13, 15]. W
innym badaniu nie wykazano przewagi 90mg/m? daunorubicyny w stosunku do dawki
60mg/m? [17]. W efekcie tych badarn obecne wytyczne nie zalecajg stosowania daunorubicyny
w dawce nizszej niz 60mg/m? dziennie [4]. W przeciwieAstwie do daunorubicyny, nie
udowodniono korzysci ze zwiekszania dawki cytarabiny w schematach indukujgcych remisje
w AML i obecnie dawki wyzsze niz 1000mg/m? nie sg rekomendowane w chemioterapii

indukujacej [18, 19].

W 2012 roku opublikowano wyniki duzego randomizowanego badania klinicznego trzeciej
fazy, w ktérym wykazano, ze dodanie analogu puryn - kladrybiny do chemioterapii ,3+7” w
ramach leczenia indukujgcego remisje pacjentéw z AML wigze sie z wyzszym odsetkiem remisji
catkowitych oraz dtuzszym przezyciem catkowitym, niz w przypadku leczenia wytacznie
schematem ,,3+7” [20]. Rdznica byta najwieksza w grupie pacjentéw pomiedzy 50., a 60.

rokiem zycia oraz tych z niekorzystnym ryzykiem cytogenetyczno-molekularnym.

Pacjenci obcigzeni ostrg biataczkg szpikowg zalezng od terapii (t-AML, ang. therapy-related
AML) moga odnies¢ korzy$¢ z leczenia preparatem CPX-351 — kombinacjg daunorubicyny z

cytarabing w postaci liposomalnej. W tej szczegdlnie Zle rokujgcej grupie chorych lek ten
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wykazat przewage w stosunku do standardowej terapii ,,3+7” w zakresie przezycia catkowitego

i wydtuzyt jego mediane o prawie cztery miesigce [21].

U pacjentéow z AML, ktérzy w wyniku chemioterapii indukujacej uzyskali remisje catkowitg
dalsze postepowanie uzaleznione jest od ryzyka cytogenetyczno-molekularnego [4]. Pacjenci
z niekorzystym lub posrednim ryzykiem docelowo powinni zosta¢ poddani allogenicznej
transplantacji komérek krwiotwdrczych (alloHSCT), za$ pacjenci, ktérzy majg korzystne ryzyko
otrzymujg dwa do czterech cykli konsolidujgcych remisje, najczesciej wysokodawkowang
cytarabing (HiDAC, ang. high dose Ara-C) [4]. Alternatywg dla leczenia konsolidujgcego u
pacjentéw z korzystnym ryzykiem, a takze dla alloHSCT u pacjentéw z ryzykiem posrednim
pozostaje autologiczne przeszczepienie komodrek macierzystych (autoHSCT), ktdre nalezy
rozwazy¢ w przypadku osiggniecia remisji catkowitej z ujemng mierzalng chorobg resztkowg

(MRD, ang. measurable residual disease) [1, 4].

W ramach klasycznej chemioterapii osrodki hematologiczne mogg oferowaé pacjentom
starszym oraz najbardziej obcigzonym takze kombinacje kladrybiny z niskodawkowa
cytarabing (LD-AraC, ang. Low Dose AraC), za pomocg ktérej u jednej trzeciej pacjentow

uzyskuje sie catkowitg remisje [22].
Leczenie demetylujgce oraz terapie celowane

Do 2020 roku standardem terapii AML u pacjentéw ktérzy nie kwalifikujg sie do intensywnej
chemioterapii i allogenicznego przeszczepu komérek macierzystych pozostawato leczenie
demetylujace z wykorzystaniem azacytydyny lub decytabiny. Te analogi cytydyny blokuja
synteze DNA komoérek klonu AML bezposrednio poprzez wbudowywanie sie w ni¢ DNA, czym
wywoftujg efekt cytotoksyczny. Jednoczesnie jednak majg zdolnos¢ do blokowania
metylotransferaz — enzyméw odpowiedzialnych za metylacje cytozyny w obrebie faiicucha
DNA. W ten sposéb poprzez usuwanie grup metylowych (demetylacje) przywracajg
prawidtowg konformacje DNA i funkcje komérek [23]. Mechanizm metylacji i demetylacji
cytozyny tarncucha DNA jest podstawowym procesem epigenetycznym i zostat omdwiony
szczegdbtowo w dalszej czesci pracy. Leki demetylujgce zostaty przebadane w kilku
randomizowanych badaniach klinicznych i w grupie pacjentéw z AML niekwalifikujgcych sie do
intensywnej chemioterapii i alloHSCT udowodnity swojg skutecznos¢ poprzez wydtuzenie

mediany przezycia catkowitego o kilka miesiecy w stosunku do terapii standardowych [24-26].
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W 2020 roku przez FDA, a w 2021 roku przez EMA zostat zarejestrowany schemat leczenia
oparty na kombinacji azacytydyny z doustnym inhibitorem biatka bcl2 — wenetoklaksem.
Konformacja wenetoklaksu pozwala na przytgczenie sie jego czasteczki do biatka
antyapoptotycznego bcl2 w miejscu wigzania sie z biatkami proapoptotycznymi. Dzieki temu
dochodzi do uwolnienia biatek proapoptotycznych (m.in. BIM i BAX), ktére poprzez cytochrom
C na btonie mitochondrialnej uruchamiajg kaskade kaspaz, co prowadzi do apoptozy komorki
nowotworowej [27]. Obecnie kombinacja wenetoklaksu z azacytydyng jest standardem
leczenia pacjentéw z ostrg biataczkg szpikowg, u ktérych nie jest mozliwe zastosowanie
intensywnej chemioterapii z powodu wieku lub choréb towarzyszacych. Schemat ten w
randomizowanym badaniu klinicznym trzeciej fazy wydtuzyt mediane catkowitego przezycia w
tej grupie chorych do 14,7 miesiecy w stosunku do 9,6 miesiecy uzyskanych w grupie
pacjentéw przyjmujgcych azacytydyne w monoterapii, a odsetek zgonéw w ciggu 30 dni od

rozpoczecia leczenia wynidst jedynie siedem procent [28].

Okoto jedna trzecia pacjentéw z AML obarczona jest mutacjg genu FLT3 (ang. fms-like tyrosine
kinase 3) ktéra stanowi o niekorzystnym rokowaniu [29]. W tej grupie chorych mozliwe jest
zastosowanie celowanego inhibitora FLT3 — midostauryny, ktéra dodana do standardowej
chemioterapii ,3+7” u pacjentdw kwalifikujgcych sie do leczenia intensywnego istotnie
wydtuza mediane przezycia catkowitego [30]. Od 2019 roku dla pacjentéw z mutacjg FLT3,
ktorzy s oporni na pierwszg linie terapii lub doszto u nich do wznowy AML dostepny jest w
Europie gilterytynib, ktéry w badaniu klinicznym trzeciej fazy wydtuzyt mediane przezycia
catkowitego do ponad dziewieciu miesiecy w stosunku do prawie szesciu miesiecy uzyskanych
w grupie pacjentéw otrzymujgcych chemioterapie ratunkowg [31]. W tym badaniu
monoterapia gilterytynibem pozwolita takze na uzyskanie dwukrotnie wiekszego odsetka

remisji catkowitych w stosunku do ramienia kontrolnego.

Pacjenci z nieleczong uprzednio AML, ktérej komorki wykazujg eskpresje btonowgq receptora
CD33, moga odnies¢ korzysé¢ z terapii celowanej gemtuzumabem ozogamycyny. Lek ten
dodany do standardowej chemioterapii ,3+7” w grupie pacjentow z korzystnym i posrednim
ryzykiem cytogenetyczno-molekularnym wydtuzyt w badaniu klinicznym trzeciej fazy czas
wolny od nawrotu biataczki w stosunku do grupy kontrolnej ktérg stanowili pacjenci
otrzymujgcy chemioterapie ,3+7” bez gemtuzumabu [32]. Mediana przezycia catkowitego w

tym badaniu bytfa dtuzsza w ramieniu badanym, jednak réznica ta byta nieistotna statystycznie.
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Do terapii celowanych w ostrej biataczce szpikowej nalezy réwniez wybidrczy inhibitor
dehydrogenazy izocytrynianowej 1 (IDH1) - ivosidenib. Pacjenci z mutacjg /DH1 odnosza
ogromnag korzysc¢ z terapii skojarzonej tego leku z azacytydyng [33]. Poniewaz lek ten ingeruje
w proces aktywnej demetylacji komoérkowego DNA, jego mechanizm dziatania zostat opisany

w dalszej czesci pracy.

Pomimo stosunkowo wysokiego odsetka remisji catkowitych, jakie udaje sie osiggnagé za
pomocg dostepnych terapii, odsetek 5-letnich nawrotéw wsrdd pacjentéw z AML w grupie
ryzyka posredniego i niekorzystnego jest bardzo wysoki i wynosi odpowiednio 74% i 88% [34].
W grupie pacjentéw z ryzykiem korzystnym do wznowy biataczki po pieciu latach dochodzi u
47% [34]. W zwigzku ze ztym rokowaniem, ciezkim przebiegiem oraz wysoka smiertelnoscia,
etiopatogeneza ostrej biataczki szpikowej pozostaje od wielu lat obiektem intensywnych

badan.
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1.2 Zespdt mielodysplastyczny jako stan poprzedzajgcy AML

U czesci pacjentéow ostra biataczka szpikowa rozwija sie na podtozu poprzedzajacego ja
zespotu mielodysplastycznego (MDS, ang. myelodysplastic syndrome) [4]. MDS to
heterogenna grupa choréb nowotworowych ukfadu krwiotwdrczego charakteryzujaca sie
zmianami dysplastycznymi komérek szpiku kostnego, cytopenami we krwi obwodowej oraz
zwiekszonym ryzykiem transformacji w AML [35, 36]. Choroba dotyka w wiekszym odsetku
mezczyzn, a czesto$¢ zachorowan wynosi 3-4 przypadki/100 000 oséb i ro$nie wraz z wiekiem
[37]. Zidentyfikowanym czynnikiem ryzyka wystgpienia MDS jest wczesniejsze narazenie na
chemioterapie lub radioterapie [36]. Pierwotnie uwazano, ze przyczyng choroby jest
zaburzenie regulacji apoptozy w obrebie linii komdrkowych szpiku kostnego, prowadzgce w
efekcie do cytopenii. Obecnie wiadomo, Zze u podstaw patogenezy zespotdéw
mielodysplastycznych lezy zaburzenie funkcji krwiotwdrczej komodrki macierzystej,
spowodowane czynnikami genetycznymi, zapalnymi i immunologicznymi [38-41]. Podobnie
jak w AML, mutacje gendw biorgcych udziat w regulacji epigenetycznej sg powszechne wsrod
pacjentéw z zespotami mielodysplastycznymii prawdopodobnie petnig role w etiopatogenezie
MDS [42]. Mutacje w TET2 opisywane sg u 19-26% pacjentow z zespoftami
mielodysplastycznymi, mutacje w ASXL1 — u 14%, a SF3B1 — u 28%. Rzadziej spotykane s3
mutacje w genach IDH1 i IDH2, ktére wystepujg u 1-2% pacjentéw z MDS [42-45]. Objawy
choroby wynikajg bezposrednio z zaburzenia funkcji szpiku kostnego i powstajgcych w efekcie
cytopenii krwi obwodowej, a nalezg do nich przede wszystkim: infekcje, krwawienia oraz
wtérne do anemii ostabienie i pogorszenie tolerancji wysitku. Zgodnie z wytycznymi ESMO z
2020 roku (ESMO, European Society for Medical Oncology) do postawienia diagnozy MDS
konieczne jest wykonanie aspiracji szpiku kostnego oraz trepanobiopsji [36]. Pierwsze badanie
pozwala na ocene oraz odsetek zmian dysplastycznych w komadrkach, a takze na okreslenie
odsetka blastdw. Drugie badanie okresla komdrkowosé szpiku kostnego oraz jego architekture
i jest kluczowe w diagnostyce réznicowej MDS. U pacjenta z postawionym rozpoznaniem
zespotu mielodysplastycznego nalezy wykonaé badanie cytogenetyczne, ktdére w czesci
przypadkdw moze pozwoli¢ na zastosowanie terapii celowanej, ale ma takze kluczowe
znaczenie dla stratyfikacji rokowniczej i w zwigzku z tym — ryzyka transformacji MDS do AML
[35, 46]. Obecnie podstawowym narzedziem do oceny prognostycznej zespotéw
mielodysplastycznych jest skala IPSS-R, ktéra dzieli pacjentéw z MDS na 5 grup ryzyka i

uwzglednia: odsetek blastéow w szpiku kostnym, cytopenie we krwi obwodowej oraz kariotyp
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pacjenta, tab. 3. [46]. Do 2022 roku zespoty mielodysplastyczne, podobnie jak AML byty
podzielone wedtug obowigzujgcej klasyfikacji WHO, aktualizowanej co kilka lat przez IARC, a
ostatnie jej wydanie miato miejsce w 2016 roku [5]. Aktualnie w zwigzku z brakiem konsensusu
dotyczacego odsetka blastow rozgraniczajgcego zespo6t mielodysplastyczny od ostrej biataczki
szpikowej poza najnowszg klasyfikacjag WHO z 2022 roku dostepna jest rowniez klasyfikacja
ICC 2022, obie zamieszczone odpowiednio w tab. 4. i tab. 5. [3, 47]. Pomimo pewnych rdznic,
w obu klasyfikacjach zwiekszyta sie rola czynnikdw genetycznych jako réznicujgcych
poszczegdlne typy MDS, a ich podziat nie jest warunkowany niemal wytgcznie czynnikami

morfologicznymi jak dotychczas.

tab. 3 Klasyfikacja ryzyka MDS wg IPSS-R

Cecha
0 0,5 1 1,5 2 3 4
prognostyczna
Bardzo Bardzo
Cytogenetyka Korzystna Posrednia | Niekorzystna
korzystna niekorzystna
Odsetek blastow
w szpiku <=2 >2-<5% 5-10% >10%
kostnym(%)
Hemoglobina
=>10 8-<10 <8
(g/dl)
50-
Ptytki krwi (G/1) =>100 <50
<100
Neutrocyty (G/I) =>0,8 <0,8
RYZYKO PUNKTACJA RYZYKA
Bardzo niskie <=1,5
Niskie >1,5-3
Posrednie >3-4,5
Wysokie >4,5 -6
Bardzo wysokie >6

Strategia leczenia zespotdw mielodysplastycznych ustalana jest jednak w odniesieniu do
ryzyka wedtug klasyfikacji IPSS-R [36]. Pacjenci z ryzykiem bardzo niskim, niskim oraz niektdrzy

z ryzykiem posrednim sg umownie zaliczani do zespotdw mielodysplastycznych nizszego
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ryzyka i leczenie tych pacjentéw ma na celu zmniejszenie czestosci przetoczen sktadnikdw
krwi, poprawe komfortu zycia oraz opdznienie transformacji do ostrej biataczki szpikowej [35,
36]. Mozliwosci terapeutyczne obejmujg lenalidomid u pacjentéw z zespotem 5g-,
luspatercept u pacjentéw z MDS z mutacjg SF3B1, chelatory zelaza u pacjentéw narazonych
na czeste przetoczenia koncentratu krwinek czerwonych, a takze erytropoetyne (EPO, ang.

erythropoietin) i G-CSF (czynnik wzrostu kolonii granulocytarnej, ang. granulocyte colony

stimulating factor) [48-52]. U czesci chorych z MDS niskiego ryzyka jest stosowana wytgcznie

obserwacja.

tab. 4 Klasyfikacja zespotow mielodysplastycznych wg ICC 2022

Liczba linii L7 J L]

. . kostnym (BM) . a .
objetyc.h Cytopenie T e Kariotyp Mutacje
dysplazja (PB)

Dowolny, za
wyjatkiem
MDS z mutacjq Zwykle 212 1 <5% BM izolowanej del(5q), | SF3B1 (210% VAF),
SF3B1 - - <2% PB -7/del(7q), bez TP53 lub RUNX1
abn3g26.2 lub
kariotypu ztozonego
del(5q) z
<5% BM maksymalnie jt'adna Dowolne, za
MDS z del(5q) Zwykle 212 21 <2% PB? dodatkowa z.mlana, wyjatkiem TP53
za wyjatkiem
-7/del(7q)
Dowolne, za
MDS, NOS 0 . <5% BM -7/del(7q) lub wyjatkiem TP53 lub
bez dysplazji - <2% PB3 kariotyp ztozony SF3B1
(210% VAF)
Dowolny, za Dowolne, za
, jzfizi'lil:l'ng)iva 1 51 <5% BM wyjatkiem wyjatkiem TP53; nie
dysplazja <2% PB3 spetniajgcego spetniajace kryteriéw
kryteria MDS-del(5q) MDS-SF3B1
Dowolny, za Dowolne, za
dysplazia <2% PB3 spetniajgcego spetniajagce kryteridw
kryteria MDS-del(5q) MDS-SF3B1
MDS z nadmiarem 5-9% BM, Dowolne, za
blastéw (MDs-EB)| 2VYKIe 21’ 21 2-9% PB? Dowolny wyjatkiem TP53
Dowolny, za Dowolne, za
MDS/AML Zwykle 212 21 10_19%;M e wyjatkiem zmian wyjatkiem NPM1,
definiujgcych AML | bZIP CEBPA lub TP53

BM=szpik kostny, PB = krew obwodowa
lrearanzacja BCR::ABL1 lub jakiekolwiek rearanzacje zwigzane z nowotworami mieloidalnymi/limfoidalnymi z eozynofilig i fuzjami
genowymi kinazy tyrozynowej wykluczaja diagnoze MDS, nawet w przypadku obecnej cytopenii.
2Chociaz dysplazja jest zwykle obecna w tych podtypach, nie jest wymagana.
3Chociaz 2% blastéw we krwi obwodowej uprawnia do zaklasyfikowania MDS jako MDS-EB, to obecno$¢ 1% blastéw we krwi obwodowej
potwierdzona dwukrotnie w osobnym badaniu takze kwalifikuje sie jako MDS-EB.
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Dla pacjentdéw z ryzykiem bardzo wysokim, wysokim oraz u czesci pacjentéow z ryzykiem
posrednim wedtug IPSS-R osrodki hematologiczne moga zaoferowac lek demetylujgcy —
opisang wczesniej azacytydyne, szczegdlnie gdy odsetek blastow w szpiku kostnym przekracza
10%. W randomizowanym badaniu klinicznym Il fazy dla pacjentéow z zespotami
mielodysplastycznymi wysokiego ryzyka terapia azacytydyng wykazata korzy$¢ w stosunku do
chemioterapii klasycznej lub BSC (ang. Best Supportive Care, najlepsza terapia wspomagajgca)
wydtuzajgc mediane przezycia catkowitego z 15 miesiecy w grupie kontrolnej do 24,5 miesigca

w grupie badanej [53].

tab. 5 Klasyfikacja zespotéw mielodysplastycznych wg WHO 2022

Odsetek blastéow Zmiany genetyczne
MDS ze zdefiniowanymi zaburzeniami
genetycznymi
delecja 5q - izolowana lub z
MDS z niskim odsetkiem blastow i jednym innym zaburzeniem
izolowang delecjg 5q (MDS-5q) cytogenetycznym innym niz
<5% BM i <2% PB mor.mosomia 7,I,Ub del?cja 79
nieobecnosé delecji 5q,
MDS z niskim odsetkiem blastow i monosomia 7 lub kariotyp
mutacjg SF3B1? (MDS-SF3B1) ztozony

mutacja SF3B1

zwykle kariotyp ztozony
dwie lub wiecej mutacje TP53 lub
<20% BM i PB jedna mutacja z udowodniong
utratg liczby kopii TP53 lub utrata
heterozygotycznosci (cnLOH)

MDS z bialleliczng mutacjg TP53 (MDS-
biTP53)

MDS, zdefiniowane morfologicznie

MDS z niskim odsetkiem blastow (MDS-LB)

<5% BM i <2% PB
MDS, hipoplastyczny® (MDS-h)

MDS ze zwiekszonym odsetkiem blastow

(MDS-IB)
5-9% BM lub 2—
MDS-IB1 2% PB
10-19% BM lub
MDS-IB2 5-19% PB lub

pateczki Auera

5-19% BM; 2—

MDS z wtéknieniem (MDS-f) 19% PB
0

BM=szpik kostny, PB = krew obwodowa

aWykrycie 215% obraczkowanych syderoblastéw moze zastepowaé wykrycie mutacji SF3B1. Akceptowana terminologia: MDS z niskim
odsetkiem blastow i obragczkowanymi syderoblastami.

bZgodnie z definicjg, <25% komdrkowosci szpiku kostnego, dostosowane wzgledem wieku.
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W zwigzku z wykazaniem przewagi azacytydyny nad chemioterapig intensywng oraz
niskodawkowg nie jest zalecane stosowanie tych metod leczenia w zespotach
mielodysplastycznych wysokiego ryzyka, chociaz dopuszcza sie uzycie chemioterapii

klasycznej przed alloHSCT [36].

Azacytydyna wykazata rowniez wysoka skutecznos¢ w zespotach mielodysplastycznych
nizszego ryzyka [54]. Alternatywa dla zarejestrowanych lekdw pozostajg badania kliniczne
[36]. U pacjentéw z wysokim ryzykiem transformacji do ostrej biataczki szpikowej nalezy
jednak dazy¢ do zmiany historii naturalnej choroby za pomocg allogenicznego przeszczepu
szpiku kostnego, ktdry pozostaje jedyng potencjalng terapig leczniczg w tej grupie chorych [35,
36]. Ze wzgledu na zwykle zaawansowany wiek chorych oraz liczne obcigzenia towarzyszgce

ta metoda leczenia moze zostaé wykorzystana u niewielkiego odsetka pacjentéw [55].

Postepowanie w zespofach mielodysplastycznych wysokiego ryzyka u pacjentow
kwalifikujgcych sie do alloHSCT jest zatem niemal identyczne jak u pacjentdw z ostrg biataczka
szpikowa, a roznice pomiedzy obiema jednostkami chorobowymi wyraznie zacierajg sie. Jedna
czwarta pacjentéw z MDS wysokiego i bardzo wysokiego ryzyka ulega transformacji do ostrej
biataczki szpikowej w czasie krotszym niz péttora roku [46]. Etiopatogeneza obu jednostek
chorobowych ma zatem wspdlne podtoze, a ich rozdziat ze wzgledu na odsetek blastéw w

szpiku kostnym jest arbitralny [56].

W zwigzku z duzym podobiedstwem zespotéw mielodysplastycznych wysokiego ryzyka do
ostrej biataczki szpikowej w aktualnej klasyfikacji ICC 2022 wyodrebniono grupe MDS/AML, co
z zatozenia ma utatwic¢ pacjentom dotychczas reprezentujagcym obie jednostki chorobowe

udziat we wspdlnych badaniach klinicznych [3, 56].
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1.3 Rola procesdéw epigenetycznych w rozwoju komérkowym

Genom organizmu eukariotycznego jest zawarty w kazdej jego komorce i definiuje jego
fenotyp poprzez ekspresje konkretnych gendw i synteze odpowiadajgcych im biatek. Jednak
dynamika i charakter wzrostu komdrek organizmu zapisanego w sekwencji nukleotydow jest
zalezna od czynnikow epigenetycznych - 'znamion chemicznych' dodanych do DNA, RNA oraz

biatek chromatyny i wptywajacych na ich funkcje [57].

Czynniki epigenetyczne modulujg funkcje genomu na poziomie réznych komérek mimo tej
samej sekwencji nukleotyddéw w kazdej z nich [57]. Moga zwiekszac aktywnos¢ poszczegdlnych
gendw poprzez indukowanie ich ekspresji, badz ostabiaé ich funkcje poprzez ich wyciszanie
(ang. genessilencing). Zestaw modyfikatordw epigenetycznych okresla sie mianem epigenomu.
W przeciwienstwie do genomu, jest on wysoce zréznicowany wzgledem réznych komoérek

organizmu i zmienny w zaleznosci od licznych czynnikdw zewnetrznych.

Najlepiej poznanym i jednym z najwazniejszych przyktaddw regulacji epigenetycznej jest
metylacja DNA. W organizmach eukariotycznych proces ten zachodzi wytgcznie poprzez
przytaczanie grupy metylowej CHs do atomu C 5’ cytozyny w obrebie dinukleotydu CpG helisy

DNA, co wigze sie z utworzeniem w jej miejscu 5-metylocytozyny (5-mCyt) [57, 58].

Metylacja cytozyny w obrebie promotoréw genéw wywotuje przede wszystkim ich wyciszanie
i w konsekwencji brak mozliwosci ich ekspresji, co skutkuje zahamowaniem transkrypcji i
translacji. Zahamowanie transkrypcji gendw poprzez metylacje ich promotorow zachodzi

poprzez rekrutacje korepresoréw [59].

Metylacja DNA komdrek hematopoetycznych pnia (HSC — ang. Hematopoietic Stem Cells) ma
kluczowe znaczenie dla ich dojrzewania i réznicowania, poniewaz za jej pomocg wyciszane sg
geny odpowiedzialne za podtrzymanie ‘niedojrzatego statusu’ komérki macierzystej, a
pobudzane do ekspresji s geny biorgce udziat w réznicowaniu konkretnych linii komorkowych
z HSC [60]. Ttumaczy to, dlaczego proces ten jest niezbedny w rozwoju embrionalnym
organizmu, jednak wiadomo, ze zachodzi przez cate jego zycie [57]. O ile metylacja CpG
wystepujgcego w obrebie promotora genu jest nieodwracalna, o tyle odwracalna jest

metylacja CpG wystepujgcego poza promotorem genu [61].

Metylacja cytozyny w obrebie dinukleotydu CpG zachodzi przy udziale metylotransferaz, m.in.

DNMT3A, kodowanej przez gen DNMT3A. W badaniu Subramaniam i wsp. myszy pozbawione
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genu DNMT3A umieraty w ciggu 4 tygodni od narodzin [62]. Wptyw mutacji DNMT3A na
rozwdj nowotworéw hematologicznych poprzez zaburzenie metylacji CpG jest znaczacy i

zostat oméwiony w dalszej czesci pracy.

Procesem przeciwstawnym do metylacji CpG jest demetylacja, ktéra polega na katalizowaniu
reakcji utleniania 5-metylocytozyny (5-mCyt) do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmCyt) i
zachodzi przy udziale biatek z rodziny TET (ang. Ten Eleven Translocation enzymes),

kodowanych przez geny TET1, TET2 oraz TET3 [63, 64].

Pierwsza publikacja opisujgca oksydacje 5-mCyt do 5-hmCyt przez dioksygenaze TET1 oraz
wyjasniajgca potencjalna role biatek TET w regulacji epigenetycznej ukazata sie w 2009 roku.
W modelu mysim pozbawionym Tetl metodg interferencji RNA uzyskiwano obnizenie
poziomu 5-hmCyt w DNA komadrek jgdrzastych, czym potwierdzono mechanizm demetylujacy
kodowanej przez Tetl dioksygenazy [63]. Oksydacja przeprowadzana przez biatka TET jest
zalezna od alfa-ketoglutaranu (inaczej 2-oksyglutaranu, 20G), ktdry powstaje w cyklu Krebsa
z izocytrynianu przy udziale dehydrogenazy izocytrynianowej 1. i 2. (IDH1/2) oraz jonéw Fe?*
[63]. Mutacja w genie IDH1/2, kodujgcej dehydrogenaze izocytrynianowg 1. i 2. zaburza proces
demetylacji pozbawiajgc TET2 substratu do przeprowadzanej reakcji oraz bezposrednio go

blokujac przy udziale 2-oksyglutaranu i implikuje przebieg AML oraz MDS (rozdziat 1.4).

Dioksygenazy kodowane przez geny z rodziny TET utleniajg nie tylko 5-mCyt do 5-hmCyt, ale
takze sg odpowiedzialne za oksydacje 5-hmCyt do dalszych produktéw szlaku demetylacji,
takich jak 5-formylocytozyny (5-fCyt) oraz 5-karboksycytozyny (5-caCyt) [65-67]. Powstate w
ten sposdb produkty szlaku demetylacji zostajg wyciete z nici DNA i zastgpione cytozyng za
pomocg systemu naprawczego BER (ang. Base Excision Repair), w ktérym kluczowg role
odgrywa glikozylaza TDG (ang. Thymine-DNA Glycosylase) [68]. Dodatkowo biatka TET
utleniajg tymine do 5-hydroksymetylouracylu (5-hmUra), ktéry rowniez zostaje usuniety przez

system BER z nici DNA. Opisany powyzej proces zostat zilustrowany na rycinie 1.

Dla prawidtowego funkcjonowania systemu naprawczego BER glikozylaza TDG jest niezbedna,
a jej usuniecie z modelu mysiego skutkowato nagromadzeniem 5-fCyt oraz 5-caCyt w DNA
komodrek macierzystych myszy, co ttumaczy jej role w wycinaniu produktéw szlaku demetylacji
[69, 70]. Opisany powyzej proces wymiany produktow szlaku demetylacji na cytozyne w helisie

DNA przy udziale systemu BER okresla sie facznie jako TET-TDG-BER-zaleing aktywng
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demetylacje DNA [69, 71]. Za pomocg tego mechanizmu moze zostaé przywrdcona ekspresja

wyciszonych metylacjg gendéw.

Sama cytozyna, jak i produkty aktywnej demetylacji DNA moga by¢ poddane dziataniu innego
modyfikatora epigenetycznego — genu AID, kodujgcego deaminaze cytydyny i

przeksztatcajgcego cytozyne w uracyl oraz 5-hmC w 5-hydroksymetylouracyl (5-hmU) [72].

Ostatecznie, produkty szlaku demetylacji trafiajg w momencie podmieniania ich na cytozyne

do krwi obwodowej, a nastepnie zostajg wydalone z moczem (ryc. 1).
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ryc. 1 Schemat szlakow metylacji i TET-TDG-BER-zaleznej demetylacji DNA
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1.4 Zmiany epigenetyczne jako czynnik rozwoju AML i MDS oraz innych nowotworéw
hematologicznych

Metylacja cytozyny dinukleotydu CpG wystepujgcego w obrebie promotorow gendw supres;ji
nowotworu (ang. tumour supressor genes) wydaje sie mie¢ duze znaczenie w rozwoju klonu
komodrek AML. Dla wiekszosci typow AML opisywane sg zaburzenia epigenetyczne w postaci
hipermetylacji promotoréw gendéw: apoptozy, réznicowania oraz supresji nowotworéw [73-
76]. Zaburzenia te sg wynikiem mutacji gendw zaangazowanych w metylacje i demetylacje
CpG. Opisany wczesniej gen DNMT3A odpowiedzialny za metylacje genéw biorgcych udziat w
réznicowaniu komdrek macierzystych i supresji guzéw nowotworowych jest zmutowany u 15-
25% pacjentow z AML. Jeszcze czesciej (29-34%) jego mutacje wystepujg u pacjentéw z AML i
prawidtowym kariotypem (CN-AML, ang. cytogenetically-normal AML) [58, 77-79]. W badaniu
Challen i wsp. zaobserwowano spadek globalnej metylacji w komdrkach potomnych wobec
pozbawionej genu DNMT3A komodrki macierzystej, a takze hipometylacje regiondéw
promotorowych genéw odpowiedzialnych za funkcje multipotencjalng komaérek HSC oraz ich
réznicowanie [80]. Mozna wnioskowaé, ze hipometylacja spowodowana utratg genu DNMT3A
(jak w badaniach eksperymentalnych) lub jego mutacjami (jak w przebiegu AML) jest
bezposrednio zwigzana z ekspansjg komdrek macierzystych przy jednoczesnym zahamowaniu
réznicowania tych komérek w prawidtowe, zréznicowane komorki szpiku kostnego i krwi
obwodowej, co z kolei lezy u podstaw patogenezy AML. Nie bez powodu badacze okreslajg

mutacje w DNMT3A jako ‘mutacje zatozycielskie’ AML (ang. ‘founder mutations’) [81, 82].

Réwniez wsrdd pacjentdw z zespotami mielodysplastycznymi poprzedzajgcymi AML, mutacje
w obrebie DNMT3A sg powszechne [83]. Prawdopodobnie wiec, wystepujg one na wczesnym
etapie leukemogenezy. Takg teorie wspierajg badania Kronke i wsp., w ktérych analizowano
geny 55 pacjentow z AML. O ile mutacje w obrebie genu NPM1 wycofywaty sie u czesci
pacjentéw w momencie nawrotu choroby, o tyle u wszystkich pieciu pacjentéw z mutacjami
w obrebie DNMT3A pozostawaty one obecne przy wznowie AML, co moze $wiadczyé o ich
obecnosci we wczesnych formach komodrek progenitorowych [84]. Takze badania Corces-
Zimmerman i wsp. udowadniajg, ze mutacje gendw odpowiedzialnych za modyfikacje DNA w
mechanizmie (de)metylacji wystepujg we wczesnych formach pluripotencjalnych komérek
macierzystych, zdolnych do réznicowania w konkretne linie komdrkowe szpiku kostnego, a co

wiecej, pozostajg w komaérce po terapii, prowadzg do klonalnej ewolucji w czasie remisji i sg
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przyczyng wznowy AML, stad okreslane s3 mianem ‘mutacji przedbiataczkowych’ (ang.

preleucemic mutations) [85].

Jednak za zaburzenia metylacji i jej prawdopodobny wptyw na rozwdéj AML i MDS
odpowiedzialne sg nie tylko mutacje w DNMT3A. W procesy te zaangazowany jest szereg

innych czynnikdw epigenetycznych.

Jednym z nich jest wcze$niej wspomniany gen TET2, zlokalizowany na ramieniu dtugim
chromosomu 4 (locus 4g24) i odpowiedzialny za demetylacje 5-mCyt. Mutacje typu utraty
funkcji (ang. loss-of-function) w TET2 zostaty zidentyfikowane po raz pierwszy u pacjentéw z
nowotworami szpiku kostnego [86]. Prowadzg one do ograniczenia aktywnosci katalitycznej
kodowanej przez TET2 oksygenazy Tet2 i przez to do zablokowania mozliwosci wykorzystania
przez nig alfa-ketoglutaranu lub jonéw Fe?*, w efekcie czego nie przeprowadza ona procesu
demetylacji prawidtowo [64, 87]. Niesie to za sobg nagromadzenie pierwotnie zmetylowanej
postaci CpG, czyli 5-metylocytozyny i jednoczesne obnizenie stezenia  5-
hydroksymetylocytozyny [64, 88-90]. Moran-Crusio i wsp. jako pierwsi wykonali eksperyment
in vivo na modelu mysim pozbawionym genu TET2 i udowodnili, ze konsekwencjg utraty Tet2
jest zwiekszona proliferacja komodrek pnia oraz zwiekszona produkcja homogennych,
niezréznicowanych komoérek macierzystych (HSC). Najwazniejszg obserwacja tego badania
byta jednak inicjacja procesu mieloproliferacji in vivo u myszy po 20 tygodniach, tj. narastanie
splenomegalii, monocytozy i neutrocytozy oraz hematopoezy pozaszpikowej, a takze
charakterystyczna dla ostrych biataczek obecnosé mtodych form komérek linii granulocytarnej
w rozmazie krwi obwodowej (ang. left shift) [90]. Taki zestaw objawdw wystepujgcych u myszy
jest spdjny ze szczegdlnym typem zespotu mielodysplastycznego — przewlekta biataczka
mielomonocytowg, CMML (ang. Chronic Myelomonocytic Leukemia), czesto poprzedzajgcy
AML. Ten fakt znajduje swoje odzwierciedlenie w publikacjach dotyczacych pacjentéw z
CMML2, wsrdd ktérych mutacje TET2 typu loss-of-function opisywano u 20-50% z nich [73,
91]. W innym badaniu Ko i wsp. wykazano, ze dioksygenaza Tet2 odpowiedzialna jest za
powstrzymywanie ekspansji komdrek macierzystych w szpiku kostnym, zatem jej brak lub
defekt powinien uruchamiaé proces niekontrolowanej proliferacji wczesnych form
rozwojowych komodrek szpiku [73]. Quivoron i wsp. opisujgc swoj model in vivo myszy
pozbawionej Tet2 wykazali nagromadzenie u 4-6-miesiecznych myszy komoérek LSK (ang. LSK

cells, wczesne formy krwiotwdrczych komorek macierzystych w modelach mysich) oraz

25



komorek pnia [89]. Dodatkowo, zatozyli hodowle komdrkowe z komérek LSK i wykazali, ze w
hodowli komérek pozbawionych Tet2 w obu allelach (Tet2?/)) pochodzgce z niej komérki po
12 miesigcach wykazywaty mniejsze zréznicowanie oraz podtrzymanie niedojrzatego fenotypu
niz w grupie kontrolnej. Jednoczesnie zaobserwowali narastanie leukocytozy oraz
hepatosplenomegalii u 4-miesiecznych myszy Tet2/-, co nie byto obserwowane u zdrowych
kontroli. Autorzy tego badania posuneli sie o krok dalej stawiajgc hipoteze, zgodnie z ktérg
tworzenie mutacji TET2 typu loss-of-function stanowi wczesny etap leukemogenezy i
zasugerowali, by przyszte terapie byty wycelowane w komorki pnia i macierzyste, celem
eradykacji wczesnego klonu nowotworowego [89]. Jednoczesnie w ich ocenie, samo
zaburzenie funkcji TET2 nie jest wystarczajgce do rozwoju biataczki, a jedynie indukuje
poczatkowy, niezbedny etap leukemogenezy, ktéra dopetnia sie w zaleznosci od obecnosci

innych zaburzen genetycznych [89].

Z przeprowadzonych badan in vitro oraz in vivo na modelach zwierzecych mozna wnioskowac,
ze mutacje TET2 typu loss-of-function uposledzajg prawidtowa hematopoeze poprzez
zaburzenie oksydacji 5-mCyt do 5-hmCyt w konkretnych genach biorgcych udziat w

dojrzewaniu i réznicowaniu komérek HSC, co potencjalnie uruchamia proces leukemogenezy.

Mutacje typu utraty funkcji genu TET2 wystepujg u 10-23% pacjentéw z AML [86, 87, 90]. W
badaniu Ko i wsp. DNA wyizolowane z komdrek szpiku kostnego lub krwi obwodowej trzynastu
pacjentéw z AML i mutacjg TET2 wykazato znacznie nizsze stezenia 5-hmCyt niz DNA
wyizolowane z komdrek oséb zdrowych lub pacjentéw z AML nieobigzonych mutacjg TET2
[64]. U pacjentéow z AML i korzystnym ryzykiem genetycznym udowodniono, ze mutacje w
TET2 zwigzane s3 z krdotszym czasem wolnym od zdarzen (EFS, ang. Event-Free Survival),
nizszym odsetkiem remisji catkowitych (CR, ang. Complete Remission) oraz krétszym
przezyciem catkowitym (OS, ang. Overall Survival), a zatem stanowig niekorzystny czynnik
rokowniczy [87]. Jednoczesnie nie wykazano zwigzku rokowniczego w zaleznosci od rodzaju

mutacji TET2.

Poza AML mutacje TET2 opisuje sie powszechnie réwniez w zespotach mielodysplastycznych,
gdzie obecne sg u 19-26% pacjentéw, a takze u pacjentéw z zespotami mieloproliferacyjnymi
oraz mastocytozg, przy czym dla kazdej jednostki chorobowej czesto$é ich wystepowania jest

rézna, tab. 6 [73, 86, 92-95].
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tab. 6 Czestos¢ wystepowania mutacji TET2 w wybranych nowotworach hematologicznych

Nowotwdr hematologiczny

Czestos¢ wystepowania

mutacji TET2

Badanie

Ostra biataczka szpikowa

10-23%

Moran-Crusio K et al. Cancer
Cell. 2011,20:11-24
Metzeler KH et al. J Clin Oncol.
2011;29:1373-1381
Delhommeau F et al. N Engl J Med
2009;360:2289-2301

Zespoty mielodysplastyczne

19-26%

Ko M et al. Proc Natl Acad Sci U S A.
2011;108:14566-71
Gurnari C et al. Blood Adv.
2022,6:100-107
Delhommeau F et al. N Engl ] Med
2009;360:2289-2301

Mielofibroza

14-17%

Delhommeau F et al. N Engl J Med
2009;360:2289-2301
Tefferi A et al. Leukemia.

2009;23:905-11

Nadptytkowos¢ samoistna

5%

Delhommeau F et al. N Engl J Med
2009;360:2289-2301
Tefferi A et al. Leukemia.

2009;23:905-11

Czerwienica prawdziwa

16%

Delhommeau F et al. N Engl J Med
2009;360:2289-2301
Tefferi A et al. Leukemia.

2009;23:905-11

Mastocytoza

29%

Tefferi A et al. Leukemia.

2009,;23:900-904

Przewlekta biataczka

mielomonocytowa

20-50%

Abdel-Wahab O et al.
Blood 2009;114: 144-147

Zaréwno zespoty mielodysplastyczne, jak i zespoty mieloproliferacyjne majg potencjat

transformacji do ostrej biataczki szpikowej, a mediana czasu progresji danej jednostki

chorobowej do AML jest rdzina, jednak mimo licznych badan nie udato sie dotgd ustalié
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konkretnych czynnikdow genetycznych ani epigenetycznych warunkujacych ryzyko oraz czas
wystgpienia transformacji. Hipoteze zaktadajgcg role czynnikdéw epigenetycznych w procesie
transformacji zespotéw mieloproliferacyjnych do ostrej biataczki szpikowej sprawdzano w
szeregu badan [88, 96, 97]. W analizie gendw 63 pacjentéw z AML wtérnymi do zespotéw
mieloproliferacyjnych (sAML, ang. secondary AML) u ponad jednej czwartej z nich opisano
mutacje w genie TET2, a u kolejnych dziesieciu procent - mutacje w IDH1 [97]. Podobna
czestos¢ wystepowania tych mutacji opisano w grupach kontrolnych, ktére stanowili pacjenci
z AML de novo oraz pacjenci z AML zaleznymi od mielodysplazji. Jednak wsréd pacjentow z
AML wtérnymi do zespotéw mieloproliferacyjnych u 43% z nich mutacje w TET2 byty obecne
jedynie w prébkach pobranych w stadium AML, a nieobecne podczas diagnozy zespotu
mieloproliferacyjnego, co moze sugerowac ich role w procesie transformacji zespotu

mieloproliferacyjnego do ostrej biataczki szpikowej [97].

Kolejnymi genami wystepujgcymi czesto w postaci zmutowanej u pacjentow z AML i MDS sg
IDH1 kodujaca dehydrogenaze izocytrynianowg 1. oraz IDH2 kodujgca dehydrogenaze
izocytrynianowg 2. Enzymy te katalizujg reakcje, w wyniku ktorej powstaje alfa-ketoglutaran,
bedacy substratem reakcji utleniania 5-mCyt do 5-hmCyt przeprowadzanej przez Tet2 [98, 99].
Mutacje w genach IDH1 i IDH2 u pacjentéw z AML po raz pierwszy zostaty opisane przez Mardis
i wsp. w 2009 roku [100]. W wyniku ich obecnosci w miejsce alfa-ketoglutaranu powstaje
onkometabolit — 2-hydroksyglutaran (2-HG), ktéry nie moze zosta¢ wykorzystany przez Tet2
w procesie demetylacji 5-mCyt do 5-hmCyt [98, 99]. Jak wykazano kilka lat pdzniej, mutacje
IDH1 i IDH2 wystepujg wytgcznie przy niezmutowanej postaci TET2, a produkowany przez
zmutowane IDH1 i IDH2 2-hydroksyglutaran (2-HG) hamuje aktywnos¢ TET2 doprowadzajac
do globalnej hipermetylacji DNA [75, 98, 99, 101, 102]. W tym przypadku funkcje i dalszy los
komodrek macierzystych szpiku kostnego sg wiec zaburzone przez mutacje IDH1 oraz IDH2,
ktére prowadzg do zaburzenia procesu oksydacji 5-mCyt do 5-hmCyt i w efekcie catego

procesu demetylacji [103].

Odkrycie kluczowej roli mutacji /IDH1 i IDH2 w epigenetycznym podtozu ostrej biataczki
szpikowej doprowadzito do wynalezienia inhibitoréw tych gendéw, odpowiednio ivosidenibu
oraz enasidenibu. Pierwszy z wymienionych lekow w terapii skojarzonej z azacytydyng dokonat
przetomu, wydtuzajgc mediane przezycia pacjentéw obcigzonych mutacjg /DH1 i

niekwalifikujgcych sie do chemioterapii intensywnej z dotychczasowych 8 miesiecy do 24
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miesiecy i zostat w maju 2022 roku zarejestrowany przez FDA w trybie przyspieszonym w tej

grupie chorych [33].

Udowodniono tym samym kluczowe znaczenie mechanizmu epigenetycznego w rozwoju

ostrej biataczki szpikowej i wykorzystano go jako cel terapeutyczny.

Wielu autoréw badan dotyczacych podtoza epigenetycznego nowotwordw zwraca uwage na
fakt, iz dotychczas jako cel terapeutyczny choréb rozrostowych ustanawiano powtarzalne
mutacje genowe, wystepujgce powszechnie w danym typie nowotworu. Jednak obecnos¢ i
ekspresja powtarzalnych mutacji genowych jest S$ciSle zwigzana z wystepowaniem
mechanizmow epigenetycznych, ktére sg zaburzone na dtugo przed wystgpieniem choroby.
Zaburzenia te powinny by¢ wiec obiektem intensywnych badan prowadzacych do odkrywania
nowych opcji terapeutycznych wycelowanych w procesy epigenetyczne, jak rowniez ustalania
nowych markeréw diagnostycznych oraz cech odrdzniajgcych stadia zaawansowania

poszczegblnych nowotwordw.

Przedstawione powyzej badania dowodza kluczowego znaczenia modyfikatoréw
epigenetycznych w etiopatogenezie nowotworéw hematologicznych, a dostepne metody
diagnostyczne umozliwiajg pomiar ich aktywnosci u wybranych grup pacjentéw. Analiza
czestosci wystepowania mutacji genéw zaangazowanych w procesy epigenetyczne, ich
ekspresji na poziomie molekularnym, a takze ilosciowy pomiar produktéw szlaku aktywnej
demetylacji majg na celu wyodrebnienie cech charakterystycznych dla konkretnych typéw
nowotwordéw hematologicznych celem bardziej precyzyjnego réznicowania ich. Mierzalne
réznice w aktywnosci mechanizméw epigenetycznych potencjalnie mogg stac sie markerami
diagnostycznymi dla poszczegblnych jednostek chorobowych oraz ich stadiéw
zaawansowania, a takze czynnikami predykcyjnymi oraz rokowniczymi dla nowotwordow
hematologicznych, w szczegdlnosci ostrych biataczek szpikowych oraz zespotow

mielodysplastycznych.
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2. Cele pracy

Gtéwnym celem niniejszej pracy jest ocena proceséw epigenetycznych u pacjentéw dorostych
z ostrg biataczkg szpikowg (AML) oraz zespotami mielodysplastycznymi (MDS).

Cele szczegdétowe dotycza:

1. Analizy poziomoéw produktow aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym z krwi
obwodowej dorostych pacjentéw z AML i MDS oraz grupy kontrolnej.

2. Analizy stezen produktéw aktywnej demetylacji w moczu pacjentéw dorostych z AML
i MDS oraz grupy kontrolnej celem oceny zaangazowania mechanizmow naprawczych
modyfikacji epigenetycznych w tych grupach pacjentéw.

3. Analizy ekspresji mRNA gendéw zaangazowanych w procesy epigenetyczne w grupie
pacjentéw z AML i MDS oraz w grupie kontrolnej i ich wptyw na szlak TET-TDG-BER
aktywnej demetylacji DNA.

4. Oceny czestosci wystepowania mutacji gendéw zaangazowanych w procesy
epigenetyczne u pacjentéw dorostych z AML i MDS.

5. Oceny wptywu wyjsciowych poziomow produktéw demetylacji w DNA leukocytarnym
oraz stezen tych produktéw w moczu na dane kliniczne: ryzyko transformacji MDS do

AML, odpowiedz na chemioterapie indukujgcg oraz dtugosc zycia pacjentéw z AML.
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3. Pacjenci i metodyka

3.1 Charakterystyka pacjentow

Pomiedzy 2016, a 2021 rokiem do badania wtgczono 62 pacjentéw rasy kaukaskiej z nowo
rozpoznanym, nieleczonym AML (48% ptci meskiej, 52% ptci zenskiej; mediana wieku 64 lat;
zakres 30-88 lat) oraz 42 pacjentdw rasy kaukaskiej z nowo rozpoznanym, nieleczconym MDS
(52% pfci meskiej, 48% pfici zenskiej; mediana wieku 74 lata; zakres 20-87 lat), ktérych
rekrutowano w Klinice Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. Jana Biziela w
Bydgoszczy oraz w Oddziale Hematologii Wielospecjalistycznego Szpitala Miejskiego im.
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Do grupy kontrolnej zrekrutowano 52 pacjentéw rasy
kaukaskiej (42% ptci meskiej, 58% pfci zenskiej; mediana wieku 53 lata, zakres 33-71 lat)
zgtaszajacych sie do Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. Jana Biziela w Bydgoszczy celem
uczestnictwa w narodowych programach przesiewowych choréb nowotworowych. W grupie
kontrolnej wykluczono pacjentéw z nowotworami, chorobami hematologicznymi oraz
ciezkimi chorobami towarzyszgcymi. Dodatkowo, u wszystkich pacjentéw z grupy kontrolnej
wykonano cytometrie przeptywowa krwi obwodowej celem wykluczenia komérek atypowych
oraz oceny proporcji poszczegdlnych typéw komoérek jgdrzastych. Badanie uzyskato zgode
Komisji Bioetycznej przy Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, UMK w
Toruniu (nr wniosku KB 404/2016). Wszystkim pacjentom przedstawiono ,Informacje dla
pacjenta oraz formularz zgody na udziat w badaniu naukowym”. Od wszystkich pacjentéw
uzyskano swiadomg zgode na udziat w badaniu naukowym. Wszystkie procedury badania byty
prowadzone zgodnie z deklaracjg helsinskg. Szczegétowg charakterystyke pacjentow

wigczonych do badania zamieszczono w tab. 7.

Materiat pochodzgcy od pacjentéw pobierano w momencie ustalenia rozpoznania, przed

inicjacjg terapii przeciwnowotworowej lub innej terapii wykierowanej w AML lub MDS.

3.2 Metodyka badania

Z kazdym pacjentem wigczanym do badania zostat zebrany szczegétowy wywiad lekarski oraz
przeprowadzone zostato badanie fizykalne. Nastepnie przed inicjacjg leczenia wycelowanego
w AML/MDS pobrano 20 ml krwi zylnej oraz okoto 40 ml moczu celem wykonania oznaczen

laboratoryjnych.
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tab. 7 Charakterystyka grupy badanej pacjentow wigczonych do badania

Liczba pacjentéw, n

Pacjenci z AML 62
<60 lat 23 (37%)
Wiek
260 lat 39 (63%)
Mezczyzni 30 (48%)
Ptec
Kobiety 32 (52%)
Odsetek blastow w szpiku 20-30% 10 (16%)
kostnym >30% 46 (74%)
Niskie 7(11%)
Ryzyko cytogenetyczno-
Posrednie 29 (47%)
molekularne
Wysokie 14 (23%)
Pacjenci z MDS 42
<60 lat 8 (19%)
Wiek
260 lat 34 (81%)
Mezczyzni 22 (52%)
Pteé
Kobiety 20 (48%)
RA 2 (5%)
RARS 2 (5%)
RCMD 12 (29%)
Podtyp wg WHO 2008 Zespot 5q- 1(2%)
RAEB-1 11 (26%)
RAEB-2 13 (31%)
MDS-U 1(2%)
Bardzo niskie 5(12%)
Niskie 9(21%)
Ryzyko wg R-IPSS Posrednie 10 (24%)
Wysokie 7(17%)
Bardzo wysokie 10 (24%)
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Pobrana krew byta przekazywana kazdorazowo z Kliniki Hematologii Szpitala
Uniwersyteckiego nr 2 im. Jana Biziela w Bydgoszczy (Kierownik Kliniki: dr hab. n. med.
Jarostaw Czyz, prof. UMK) w ciggu 1-2 godzin od pobrania do Katedry Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika

w Toruniu (Kierownik Katedry: prof. dr hab. Marek Foksinski).

Krew pobierano do probowki z heparyng litowg, ktérg poddano odwirowaniu z wzgledna sitg
obrotowg 1500 x g przez 10 minut celem odseparowania osocza, a nastepnie wykonano
izolacje leukocytow. Proces izolowania leukocytéw z krwi obwodowej, a takze izolowania
DNA, hydrolizy wyizolowanego DNA do deoksynukleozyddéw oraz izolowania RNA opisano w
dalszej czesci pracy. Powyzszy proces umozliwit wykonanie oznaczen u wszystkich pacjentow
produktow szklaku aktywnej demetylacji z DNA leukocytarnego, ekspresji mRNA gendéw oraz

mutacji gendw zaangazowanych w procesy epigenetyczne.

Pobrana prébka moczu po przetransportowaniu do Katedry Biochemii Klinicznej byta mrozona
do temperatury -20°, a nastepnie uzupetniana mieszaning wzorcéw wewnetrznych. Powyzszy
proces umozliwit wykonanie u wszystkich pacjentdw oznaczen produktéw szklaku aktywnej
demetylacji trafiajgcych do moczu. Oznaczenia zaréwno z leukocytédw krwi obwodowej, jak i z
moczu wykonywano metodg chromatografii cieczowej z tandemowg detekcjg mas w ukfadzie
dwuwymiarowym. Na rycinie 2. przedstawiono schematycznie proces kolekcji probek

badanych i ich transportu do docelowego laboratorium.

3.3 Izolowanie leukocytéw z pobranej krwi obwodowej

Krew pobrano do probdéwki z heparyng litowg, ktérg poddano odwirowaniu z wzgledng sitg
obrotowg 1500 x g przez 10 minut, nastepnie usunieto osocze i dodano medium hodowli
komorek krwi RPMI (Merck, USA), ktérym rozciericzono krew w stosunku 1:1. W kolejnym
etapie uzyto 15-mililitrowe probdwki PP z ptynem do izolacji leukocytéw Histopaque 1119
(Sigma Aldrich, St. Louise, MO, USA) w objetosci 3ml, do ktérych przeniesiono odwirowang i
rozcienczong medium krew. Probéwki odwirowano z wzgledna sitg obrotowg 2000 x g (Heraus
Megafuge, Thermo Fisher Scientific) przez 40 minut w temperaturze pokojowej z wytgczonym
hamulcem, a nastepnie zebrano z nich interfaze leukocytéw do 15-mililitrowych probéwek PP.
W kolejnym etapie ponownie dokonano rozcienczania medium hodowlanym RPMI w stosunku

1:1, a nastepnie odwirowano probéwki w temperaturze 4°C z wzgledng sitg obrotowg 2000 x
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g przez 15 minut. Po kolejnym ptukaniu i wirowaniu odrzucono supernatant, a uzyskany osad

leukocytéw umieszczono w temperaturze -80°C.

Klinika Hematologii Katedra Biochemii Klinicznej
Szpital Uniwersytecki nr 2 im. Collegium Medicum w
Jana Biziela w Bydgoszczy Bydgoszczy, UMK
Pobrania Oznaczenia
-produkty szklaku aktywnej
demetylacji

KREW -ekspresja mRNA genow
zaangazowanych w procesy

(20m|) epigenetyczne

-mutacje gendw zaangazowanych w
procesy epigenetyczne

MOCz produkty szklaku aktywnej
(40ml) demetylacji

ryc. 2 Schematyczny proces kolekcji prébek i wykonywanych badan laboratoryjnych

3.4 lzolowanie DNA z komorek jadrzastych krwi obwodowej i hydroliza DNA do
deoksynukleozydéw

Do uzyskanego osadu leukocytéw zawieszonego w buforze B [mesylan deferoksaminy
0,15mmol/L, tris-HCL, 10mmol/L, sél disodowa kwasu etylenotetradiaminowego NazEDTA,
Smmol/L i ph 8,0] dodano roztwér laurylosiarczanu sodu (SDS) o koricowym stezeniu 0,5%.
Zawiesine doktadnie wymieszano pipetg Pasteura, a nastepnie inkubowano w tazni wodnej
przez 30 minut w temperaturze 37° C. Nastepnie do zawiesiny dodano proteinaze K przy
korncowym stezeniu 4 mg/mL i inkubowano przez poéttorej godziny w temperaturze 37° C.
Preparat schtodzono do 4° C, przeniesiono do probdéwki wiréwkowej i dodano do niego
mieszanine fenol:chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 25:24:1. Za pomoca
energicznego potrzasania z preparatu wyekstrahowano faze wodng, do ktérej dodano
mieszanine chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 24:1. Za pomocg alkoholu etylowego
o koricowym stezeniu 70% v/v uzyskano wytrgcenie DNA. W kolejnym etapie osad DNA

ptukano etanolem i rozciericzano w 50 mikrolitrach wody destylowane;.
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W celu wykonania hydrolizy DNA do deoksynukleozydéw postuzono sie procedura
opublikowang przez Gackowskiego i wspoéttwdrcéw [104]. Do uwodnionego DNA dodano
roztwér octanu amonu 200 mmol/l (Merck, USA) z chlorkiem cynku 0,2mmol/l, pH 4,6 (1:1
v/v) (Merck, USA), 100U nukleazy P1 (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) i 10
mikrogramow tetrahydrourydyny (Merck, USA). Zabieg ten wykonano celem zahamowania
aktywnosci deaminaz cytydyny. Preparat byt inkubowany przez trzy godziny w temperaturze
37° C, a nastepnie dodano do niego 10% (v/v) NH4OH i 6U fosfatazy alkalicznej (rSAP, New
England Biolabs, lpswich, MA, USA). Preparat poddano pottoragodzinnej inkubacji w
temperaturze 37st. C, a nastepnie wykonano ultrafiltracje uzyskanych hydrolizatéw DNA w

filtrach mikrowiréwkowych Milipore NMWL5000 (Merck, USA).

3.5 Ultrasprawna chromatografia cieczowa z tandemowg detekcja mas (2D-UPLC-MS/MS)

Otrzymane w wyniku hydrolizy zwigzki wzbogacono o mieszanine znakowanych izotopowo
standardéw wewnetrznych w stosunku objetosciowym 4:1 do konicowego stezenia 50
fmol/uL. Rozdziat chromatograficzny wykonano za pomocg systemu Waters ACQUITY 2D-
UPLC, przy czym dla pierwszego wymiaru chromatografii wykorzystano detektor fotodiodowy
(DAD) do oceny ilosciowej niezmodyfikowanych deoksynukleozydéw (dN) i 5-mdC. Do oceny
ilosciowej 5-hmdC, 5-fdC, 5-cadC i 5-hmdU wykorzystano spektrometr masowy z tandemowg

detekcjg mas, XEVO TQ-XS (Waters, USA).

Rozdziat chromatograficzny odbywat sie w dwéch etapach: na pierwszej kolumnie dokonat sie
rozdziat z wykorzystaniem detektora fotodiodowego przy jednoczesnym odpowiednim
sterowaniu czasem retencji frakcji na drugiej kolumnie. Dzieki temu mozliwa byfa analiza

ilosciowa poziomu niezmodyfikowanych deoksynukleozydow.

Rozdziat na drugiej kolumnie odbywat sie z wykorzystaniem standardéw wewnetrznych
znakowanych izotopami i umozliwiat iloSciowg analize badanych modyfikacji. Nastepnie w
obrebie chromatogramdw wyliczono pola powierzchni pikdw odpowiadajgcych analizowanym
modyfikacjom i standardom wewnetrznym, przy czym ich stosunek okreslit jednoczesnie

stosunek wartosci badanych modyfikacji do wartosci standardéw wewnetrznych.

Zastosowana metodyka byta zgodna z procedurg opisang w publikacji Gackowski i wsp. [104].
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3.6 Analiza modyfikacji epigenetycznych DNA w moczu

Do analizy 5-mdC, 5-hmdC, 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt, 5-hmU i 5-hmdU w moczu uzyto
dwuwymiarowe] ultrasprawnej chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometrig mas
(2D-UPLC-MS/MS). Wszystkie prébki badanego moczu zostaty wzbogacone mieszaning
znakowanych izotopowo wzorcow wewnetrznych w stosunku objetosciowym 4:1 i poddane
filtracji przed analizg. 2D-UPLC-MS/MS sktadat sie z pompy gradientowej i autosamplera dla
chromatografii pierwszego wymiaru oraz pompy gradientowej i tandemowego
kwadrupolowego spektrometru ze zrodtem jonéw UniSpray dla chromatografii drugiego
wymiaru. Oba systemy byty powigzane z systemem kolumn wyposazonym w programowalne
grzejniki kolumn oraz dwa dwupozycyjne i szesScioportowe zawory przetgczajace.

Wykorzystano nastepujace kolumny:

-kolumna CORTECS UPLC T3 (1,6 um, 3 mm x 150 mm) z prekolumng CORTECS T3 VanGuard

(1.6 pm, 2.1 mm x 5 mm) dla pierwszego wymiaru
-kolumna Waters ACQUITY UPLC CSH C18 (1,7 um, 2.1 mm x 100 mm) dla drugiego wymiaru
-kolumna Waters XSelect CSH C18 column (3,5 um, 3 mm x 20 mm) jako kolumna transferowa

Do generacji strumienia w uktadzie chromatograficznym w fazie rozcieiczen wykorzystano

pompe izokratyczng Waters 515.

Uktad chromatograficzny dziatat w trybie tzw. "heart cutting”, tzn. wybrana czes$¢ fazy
ruchomej z pierwszego wymiaru byta przekazywana do kolumny transferowej za pomoca
szeScioportowego zaworu przetgczajacego, ktory petnit role podajnika dla drugiego wymiaru

uktadu chromatograficznego.

Systemem chromatograficznym zarzadzano za pomocg oprogramowania MassLynx 4.1
(Waters, USA), zas iloSciowg analize badanych pochodnych epigenetycznych wykonano przy

uzyciu oprogramowania Target Lynx (Target, Witochy).

Spektrometrie mas wykonano przy uzyciu tandemowego kwadrupolowego spektrometru

Waters Xevo TQ-S wyposazonego w zrédto jondw UniSpray.

Do detekcji mas wykorzystano nastepujacg konfiguracje: temperatura zrédfa: 150° C,
przeptyw gazu desolwatacyjnego: 1000 I/h, przeptyw gazu w stozku: 150 I/h, temperatura

desolwatacji: 500° C. Optymalizacja odpowiedzi detektora zostata osiggnieta poprzez infuzje
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10uM analizowanych zwigzkéw rozpuszczonych w wodzie (przeptyw 10 pL/min) w strumieniu

fazy ruchomej przy uzyciu systemu Fluidics dziatajgcego w trybie mieszanym.
Wydalanie modyfikacji epigenetycznych do moczu oszacowano w stosunku do kreatyniny.

3.7 Metoda analizy ekspresji mRNA genéw za pomocg RT-qPCR

Prébki krwi przeznaczone do izolacji RNA rozmrazano w temperaturze pokojowe] przez dwie
godziny. Izolacja RNA z krwi obwodowej zostata wykonana przy pomocy PAXgene blood RNA
kit (Qiagen, Niemcy) wedtug standardowej procedury dostarczonej przez producenta.
Stezenie i czystos¢ wyizolowanego RNA byty oceniane za pomoca spektrofotometru NanoDrop
2000 (Thermo Scientific, USA). Stosunek absorbancji Azso/Azs0 byt wyznacznikiem
zanieczyszczenia biatkami, za$ stosunek Ajzeo/A230 byt wyznacznikiem zanieczyszczenia

polisacharydami, fenolem oraz solami chaotropowymi.

Zel agarozowy przygotowano poprzez potagczenie roztworu agarozy w rozciericzeniu 1,2% z
buforem TBE (Tris, kwas borowy, EDTA), nastepnie roztwdr wylano na saneczki
elektroforetyczne do ostygniecia. Elektroforeza zostata wykonana przy napieciu 95 V przez 20

minut. Nastepnie zel wybarwiono bromkiem etydyny lub barwnikiem SimplySafe.

Do dalszej analizy wykorzystano probki o stezeniu koricowym RNA wiekszym niz 50ng/ul.
Synteze cDNA wykonano metodg odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem zestawu do
odwrotnej transkrypcji (Applied Biosystems, nr katalogowy 43-688-14) zgodnie z dostarczong
przez producenta instrukcjg. Wykorzystano do niej 0,5 mikrograma RNA z kazdej otrzymanej
probki. Reakcja zostata przeprowadzona za pomocg termocyklera Mastercycler (Eppendorf,
Niemcy). Celem wykluczenia zanieczyszczenia genomowego DNA reakcja odwrotnej
transkryptazy uwzgledniata rowniez kontrole negatywne. Uzyskany cDNA zostat wykorzystany

do ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (gPCR) lub przechowany w -20° C.

Analize transkryptéw gendw TET1, TET2, TET3, TDG, IDH1 oraz IDH2 wykonano za pomoca
ilosciowej RT-PCR (RT-qPCR) przy wykorzystaniu specyficznych starteréw (tab. 8) i sond
hydrolizujgcych pozyskanych z platformy Universal Probe Library (UPL, Roche). Sondy zostaty
wyznakowane fluoresceing (FAM) przy koricu 5’ oraz ciemnym czynnikiem wygaszajgcym przy

koncu 3’.
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tab. 8 Sekwencja starterow wiodgcych i starterow odwrotnych

Gen Sekwencja startera wiodacego Sekwencja startera odwrotnego
TET1 5’ -TCTGTTGTTGTGCCTCTGGA-3’ 5’-GCCTTTAAAACTTTGGGCTTC-3’
TET2 5’-GCCTTTGCTCCTGTTGAGTT-3’ 5’-ACAAGGCTGCCCTCTAGTTG-3’
TET3 5’-CACTCCGGAGAAGATCAAGC-3’ 5’-GGACAATCCACCCTTCAGAG-3’
DG 5’-GAATGGAAGCGGAGAACG-3’ 5’-TTGCTGTTCATTCACAACTGC-3’
IDH1 5'-GGGTGTGCCAGTGCTAAAAC-3’ 5'-GTGTTGAGATGGACGCCTATTTG-3'
IDH2 5'-AGAATTTTAGGACCCCCGTCT-3’ 5'-CGGTCTGCCACAAAGTCTG-3'

Poziom ekspresji wszystkich badanych genéw zostat znormalizowany do gendéw
referencyjnych: dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD), biatka wigzgcego kasete
TATA (TBP), aktyny (ACTB) oraz syntazy uroporfirynogenowej (HMBS) [105].

Kazdy roztwor reakcyjny RT-PCR zostat przygotowany z uzyskanego cDNA na podstawie
standardowych procedur dla zestawu LightCycler 480 Probe Master Mix (Roche, Szwajcaria).
Reakcje przeprowadzono na 96-dotkowej ptytce. Dodatkowo, poza prébkami badanymi kazda
ptytka zawierata takze kontrole negatywng reakcji. Reakcje RT-qPCR przeprowadzono w
aparacie LightCycler 480 Il (Roche, Szwajcaria), a ekspresje gendw wyrazono w odniesieniu do
genow referencyjnych przy uzyciu oprogramowania tego aparatu. Reakcja dla kazdego genu
zostata wystandaryzowana wzgledej krzywej standardowej celem oceny efektywnosci

amplifikacji.

Analiza ekspresji mRNA badanych gendéw zostata przeprowadzona zgodnie z metodyka

opisang w publikacji Dziaman i wsp. [105].

3.8 Metoda analizy mutacji genetycznych

Analiza mutacji genowych zwigzanych z sekwencjonowaniem DNA odbyta sie w dwéch
etapach:

1. Metode wysokorozdzielczego topnienia matrycy HRM (ang. High Resolution Melting)
wykorzystano jako screening do detekcji nosicieli mutacji analizowanych genéw [106, 107].
Metoda HRM-PCR zostata wykorzystana przy pomocy aparatu LightCycler480 (Roche,
Mannheim, Niemcy) przy uzyciu odpowiadajgcych par primeréw oligunukleotydéw (TIB
Molbiol) zaprojektowanych wedtug referencyjnych sekwencji genomowych (na podstawie
bazy NCBI Genome Data Viewer lub przegladarki UCSC Genome), tab. 9. Warunki reakgcji
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wykorzystujgcej roztwor 5x HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (Solis Biodyne, Estonia) zostaty
zapewnione zgodnie z wytycznymi producenta. Wszystkie analizy HRM PCR zostaty wykonane
dwukrotnie. Celem potwierdzenia swoistosci amplifikacji, produkty PCR z kazdej pary
primerdw zostaty sprawdzone metodg elektroforezy w zelu agarozowym. Do analizy danych

wykorzystano oprogramowanie LightCycler Software.

tab. 9 Sekwencje starterow wykorzystanych przy metodzie HRM

EE8 Starter wiodacy Starter odwrotny
(ﬁgg) GGCTTGTGAGTGGATGGGTA GCAAAATCACATTATTGCCAAC
IDH2
(R140) GCTGCAGTGGGACCACTATT GGACTAGGCGTGGGATGTTT
IDH2
(R172) TCTGCAAAAACATCCCACGC CAAGAGGATGGCTAGGCGAG
TET2
(P1237) GTGAGGCTGCAGTGATTGTG ATTTCCTCAGCGTCTCGGTA
TET2
(R1261) AGGAAATACGGCACGCTCAC TGCACGCTGAACTCTCTTCC
TET2
(P1237- CATCCTGGTGTGGGAAGGAA CCCTGGGCTTCACTTACTCT
R1262)
TET2
(G1869) ATCCTGACATTGGGGGAGTG GGTGGGGTGATTCCTATTGGG
TET2
(N1902- GCCACAACCCCTTTAAAGAAT AGGCTCCCGTTTCACTTTTT
G1913)
TET2
(P1367) CAGATTGAATATGAACACAGAGCA GCATGAGCACAGAAGTCCAA
TET2
(H1382) CTCAGGGGTCACTGCATGTT TGTCCTCAGCCCAACTTACC
TET2
(F1287- TTTGGTCTTTTGATTTTTCAGGA TCATCCCCAAGCAGCTTAAA
5$1303)
TET2
(R1404) TCAACTAGGCCACCAACACAAA CCACACTCCCAAACTCATCCA
TET2
(R1465) AGTGTGGAAGCTCAGGAGGAG TGATGGGGGCAAAACCAAAATAATT
TET2
(A1341) CCTGTCCACTCTTATGGCACC GCAGTGGTTTCAACAATTAAGAGGA
TET2
(D688- AGCTGGAGCACAAGTCACAAA CTGGGATGGTTGTGTTTGTGC
S689)
TET2
(E1178) ATCCAGTTTGCTTGGCGTAG ATCCCTGAGAACTTTTGCCTTC
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2. Celem potwierdzenia wiarygodnosci testu HRM wszystkie prébki z wykrytymi mutacjami
zostaty jednoczesnie przeanalizowane za pomocy bezposredniego sekwencjonowania i
sprawdzone pod katem oceny typu mutacji i specyficznego locus [108]. Koricowe produkty
PCR zostaty zakwalifikowane i dwukierunkowo zsekwencjonowane za pomocg analizatora
SeqgStudio Genetic Analyzer (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific Inc., USA).
Wszystkie zmiany nukleotydow wykryte przez dwukierunkowe sekwencjonowanie zostaty

sprawdzone przy uzyciu baz danych Sangera.

3.9 Metody analizy statystycznej

Uzyskane w pracy wyniki przedstawiono jako mediane wartosci, przedziaty miedzykwartylowe
oraz zakresy nieodstajgce. Analize statystyczng opracowano za pomocg oprogramowania
Statistica 13.3 PL (Dell Inc. 2017. Palo Alto, CA, USA, wersja 13.]. Do potwierdzenia rozktadu
normalnego badanych zmiennych ilosciowych wykorzystano test Kolgomorova-Smirnova z
korektg Lillieforsa oraz ocene wizualng uzyskanych histograméw. Dane, dla ktérych
potwierdzono rozktad normalny poddano bezposredniej analizie statystycznej, a dane, dla
ktdrych nie potwierdzono rozktadu normalnego przeksztatcono za pomocg Box-Cox i poddano
analizie parametrycznej. Zmienne przypisane poszczegdlnym grupom pacjentow
porébwnywano za pomocg jednowymiarowego, niesparowanego testu t studenta,
dwustronnego. Rdéznice istotne statystycznie potwierdzono testem nieparametrycznym U
Manna-Whitneya. W analizach, w ktérych nie zachowano jednorodnosci wariancji uzyto testu
z niezalezng estymacjg wariancji. Do oceny jakosci klasyfikatora wykorzystano krzywg ROC
(ang. Receiver Operating Characteristic) z oceng czutosci, swoistosci oraz pola pod wykresem
krzywej (AUC, ang. area under curve). Do zilustrowania dfugosci przezycia catkowitego
badanych grup wykorzystano krzywa przezycia Kaplana-Meiera z testem log-rank. W analizach
wykorzystano takze model regresji logistycznej Coxa z oceng wspotczynnika hazardu (HR, ang.
hazard ratio) i relatywnego ryzyka (RR, ang. relative risk). Celem oceny jednorodnosci
wariancji dwoch prébek populacji wykorzystano doktadny test Fishera. Dla poréwnania
zmiennych powigzanych dla dwéch réwnolicznych préb wykorzystano test sumy rang

Wilcoxona. W wykonanych analizach uznano poziom istotnosci statystycznej jako p<0,05.
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4. Wyniki

4.1 Wartos¢ wyjsciowego substratu szlaku aktywnej demetylacji - 5-mdC (5-
metylodeoksycytozyny) w DNA leukocytéw

U pacjentow z zespotami mielodysplastycznymi obserwowano istotnie nizszg wartos¢ 5-mdC
w DNA leukocytarnym w poréwnaniu z grupg kontrolng, przy istotnosci statystycznej p=0,0001
(tab. 10. i ryc. 3.). Nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie pomiedzy grupg pacjentéw
z AML, a grupa pacjentéw z MDS oraz pomiedzy grupa pacjentéw z AML i grupg kontrolna.

tab. 10 Wartosci 5-mdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML, MDS oraz w grupie
kontrolnej (wyrazone w jednostkach/10°dN)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSVKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

8,48+ 0,56 | 8,33+0,49 |8,62+0,28
5-mdC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe 0,079 0,0001 0,1444
8,48 8,45 8,62
(8,1514 - 8,8539) | (8,1058-8,6634) | (8,47 - 8,805)
—f—
9,5} s N p=0,0001
B2l 4
901 %4 1=
ha 28 5 o5y
a b
> 85+ :-}%qﬁ M*A:
> A s o 7
S b A & ~ B
2 8ot ~
3
h 75¢ "
< _
2 a
a 70
6,5 | e . J=Mediana
[125%-75%
T Zakres nieodstajgcych
6,0 . . . s Dane surowe
AML MDS KON * Srednia

ryc. 3. Wykres ramka-wgqsy wartosci 5-mdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML, MDS

oraz w grupie kontrolnej (wyrazone w jednostkach/103dN).
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4.2 Warto$¢ pierwszego produktu aktywnej demetylacji - 5-hmdC (5-
hydroksymetylodeoksycytozyny) w DNA leukocytow

U pacjentow z AML oraz zespotami mielodysplastycznymi obserwowano istotnie nizsza
warto$é 5-hmdC w DNA leukocytarnym w poréwnaniu z grupg kontrolng, w obu przypadkach
uzyskano istotnos¢ statystyczng (tab. 11. i ryc. 4.). U pacjentéw z zespotami
mielodysplastycznymi wykazano mniejsze niz w AML wartosci 5-hmdC w DNA leukocytarnym
przy p=0,0001.

tab. 11 Wartosci 5-hmdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML, MDS oraz w grupie
kontrolnej (wyrazone w jednostkach/10°dN)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSVKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

0,061+0,038 | 0,036+0,021 | 0,082+0,028
5-hmdC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe 0,0004 <0,0001 0,0001
0,057 0,031 0,071
(0,0314- 0,0819) (0,0214-0,0417) (0,0611-0,0988)
— .
s |2 p=0,0004
0,14 | o
Aah
o
p=0,0001 p<0,0001 4a*
0,12 } o oo o
A 'y
2 o ¢
o a
o 0,10 R
- a
< A
3 NES A
0,08 ‘7'
£ 4
[Ty o
< a s
E 0,06 ﬁ * :‘ §
'] NE
0,04 | & at
A A
P
& 'E a
0,02 42 bl Ved
Vet & sl & m==Mediana
e = 3 [ 25%-75%
T Zakres nieodstajgcych
0,00 —— . . s Dane surowe
AML MDS KON % Srednia

ryc. 4. Wykres ramka-wgsy wartosci 5-hmdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML, MDS

oraz w grupie kontrolnej (wyrazone w jednostkach/10°dN).
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4.3 Wartos¢ drugiego produktu aktywnej demetylacji 5-fdC (5-formylodeoksycytozyny) w
DNA leukocytow

Najwyzszg wartos¢ 5-fdC w DNA leukocytarnym wykazano w grupie pacjentow z AML, zas
najnizszg w grupie kontrolnej (tab. 12. i ryc. 5.). Réznice pomiedzy grupami AML i MDS oraz
pomiedzy grupami AML i grupa kontrolng byty znaczace i wykazano dla nich istotnos¢
statystyczna.

tab. 12 Wartosci 5-fdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML, MDS oraz w grupie
kontrolnej (wyrazone w jednostkach/10°dN)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSvKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

0,34+0,25 | 0,20+0,11 | 0,14+0,05
5-fdC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe <0,0001 0,0014 0,0015
0,27 0,15 0,13
(0,1556 - 0,4202) | (0,1145-0,2817) | (0,1031-0,1734)
) 5-fdC DNA
ol X p<0,0001 X
1 A v v
p=0,0015 _ p=0,0014
10} N o .
A
2 a,
S A
20,8 | _
D a
2
N
20,6 N
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oY g__
0,4 s> e
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*‘E‘A L\é AAAA
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’ PSS A |\ ediana
8 |y Aalua e [] 25%-75%
bap 8 A‘&n T Zakres nieodstajgcych
0,0 : . a Dane surowe
AML MDS KON % Srednia

ryc. 5. Wykres ramka-wgsy wartosci 5-fdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML, MDS

oraz w grupie kontrolnej (wyrazone w jednostkach/10°dN).
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4.4 Wartosc trzeciego produktu aktywnej demetylacji 5-cadC (5-karboksydeoksycytozyny)
w DNA leukocytow

Podobnie jak w przypadku 5-fdC, najwyzszg wartos¢ 5-cadC w DNA leukocytarnym wykazano
w grupie pacjentéw z AML, za$ najnizszg w grupie kontrolnej (tab. 13. i ryc. 6.). Réznice
pomiedzy grupg AML i kontrolng, a takze pomiedzy MDS i grupg kontrolng byty znaczace i
wykazano dla nich istotnos¢ statystyczng. Rdznica pomiedzy grupami AML i MDS byta na
granicy istotnosci statystycznej (p=0,0884).

tab. 13 Wartosci 5-cadC w DNA leukocytarnym pacjentéw z AML, MDS oraz w grupie
kontrolnej (wyrazone w jednostkach/10°dN)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSVKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

27,40+26,02 | 17,76426,37 | 9,29+7,2
5-cadC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe <0,0001 0,0115 0,0884
19,24 11,92 7,31
(7,749-34,981) (6,587-19,176) (2,963-12,865)
180 5-cadC DNA
o
160 +
120 7
I3

100
3
PY N p<0,0001 N
= 80} ¢ *
D ol
o a
() a N p=0,0115
60t 4 ¢ ¢
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40
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T Zakres nieodstajgcych
0 a Dane surowe

AML % Srednia

ryc. 6. Wykres ramka-wgqsy wartosci 5-cadC w DNA leukocytarnym pacjentéw z AML, MDS
oraz w grupie kontrolnej (wyrazone w jednostkach/10°dN).
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4.5 Wartos¢ wyjsciowego substratu aktywnej demetylacji - 5-mdC (5-

metylodeoksycytozyny) w moczu

Zaobserwowano, ze w grupach AML i MDS wartosci 5-mdC byty wyzsze niz w grupie
kontrolnej, jednak istotnos¢ statystyczng wykazano jedynie dla grupy pacjentéw z MDS (tab.
14.iryc. 7.).

tab. 14 Wartosci 5-mdC w moczu pacjentéw z AML, MDS oraz w grupie kontrolnej
(wyrazone w nmol/mmol kreatyniny)

Znamiennos¢ statystyczna (p)
AML MDS KON AMLVKON | MDSVKON | AMLvMDS
Srednia + odch. standardowe
1,28+1,83 | 1,62+3,29 |0,73+0,62
5-mdC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe 0,2029 0,0205 0,302
0,68 1 0,53
(0,3856-1,0378) (0,5426-1,5007) | (0,346-0,9081)
20 5-mdC w moczu
F
=184
-E 6 -
..E a
o
X~
©
E Y
E 4 ~ p=0,0205
R ’ '
£ & & a
(S}
T &
: : :
th 27 N
m==\lediana
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ol | T Zakres nieodstajgcych
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AML

MDS

KON

* Srednia

ryc. 7. Wykres ramka-wgsy wartosci 5-mdC w moczu pacjentow z AML, MDS oraz w grupie
kontrolnej (wyrazone w nmol/mmol kreatyniny).
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4.6 Wartos¢ pierwszego produktu aktywnej demetylacji - 5-hmdC (5-

hydroksymetylodeoksycytozyny) w moczu

Zaobserwowano, ze w grupach AML i MDS wartosci 5-hmdC byty wyisze niz w grupie

kontrolnej, w obu zestawieniach wykazano réznice istotng statystycznie (tab. 15. i ryc. 8.).

tab. 15 Wartosci 5-hmdC w moczu pacjentow z AML, MDS oraz w grupie kontrolnej
(wyrazone w nmol/mmol kreatyniny)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSvKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

6,72+13,31 | 3,62+3,15 | 2,14+0,87
5-hmdC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe 0,0373 0,0071 0,4259
3120 2'61 2,03
(1,5848-6,9323) (1,7907-4,476) (1,439-2,4877)
100 5-hmdC w moczu
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ryc. 8. Wykres ramka-wgqsy wartosci 5-hmdC w moczu pacjentéw z AML, MDS oraz w grupie

kontrolnej (wyrazone w nmol/mmol kreatyniny).
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4.7 Wartos¢ produktu aktywnej demetylacji - 5-hmC (5-hydroksymetylocytozyny) w moczu
Najnizszg wartos¢ 5-hmC w moczu wykazano w grupie kontrolnej, wyzszg w grupie pacjentéow
z MDS i najwyzszg w grupie pacjentéw z AML. Wszystkie roznice byly istotne statystycznie

(tab. 16. iryc. 9).

tab. 16 Wartosci 5-hmC w moczu pacjentéw z AML, MDS oraz w grupie kontrolnej
(wyrazone w nmol/mmol kreatyniny)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSvKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

13,72422,85 | 5,31#4,29 | 2,5540,87
5-hmC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe 0,0035 0,0002 0,04
6,71 4,15 2,34
(4,2604-14,0984) (2,4019-6,8) (2,0470-2,8655)
140 5-hmC w moczu
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ryc. 9. Wykres ramka-wgsy wartosci 5-hmC w moczu pacjentow z AML, MDS oraz w grupie

kontrolnej (wyrazone w nmol/mmol kreatyniny).
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4.8 Wartosc produktu aktywnej demetylacji - 5-fC (5-formylocytozyny) w moczu

Podobnie jak w przypadku 5-hmdC oraz 5-hmC najnizszg warto$¢ 5-fC w moczu wykazano w
grupie kontrolnej, wyzsza w grupie pacjentdw z MDS i najwyzszg w grupie pacjentow z AML.
Rdznice nie byly jednak istotne statystycznie (tab. 17. i ryc. 10).

tab. 17 Wartosci 5-fC w moczu pacjentow z AML, MDS oraz w grupie kontrolnej (wyrazone
w nmol/mmol kreatyniny)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSVKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

3,75¢5,71 | 2,61+1,44 | 2,1740,79
5-fC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe 0,095 0,1095 0,2663
2,42 2,7 2,06
(1,6792-3,42) (1,3828-3,26) | (1,7127-2,6264)
45 5-fC w moczu
40 | a

351
15

5-fC (hnmol/mmol kreatyniny)
o
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0 . . . » Dane surowe
AML MDS KON % Srednia

ryc. 10. Wykres ramka-wgqsy wartosci 5-fC w moczu pacjentéw z AML, MDS oraz w grupie

kontrolnej (wyrazone w nmol/mmol kreatyniny).
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4.9 Wartos¢ produktu aktywnej demetylacji - 5-caC (5-karboksycytozyny) w moczu
Podobnie jak w przypadku 5-hmdC, 5-hmC oraz 5-fC najnizszg wartos¢ 5-caC w moczu
wykazano w grupie kontrolnej, wyzsza w grupie pacjentdw z MDS i najwyisza w grupie
pacjentéw z AML. We wszystkich zestawieniach potwierdzono istotnos¢ statystyczng (tab. 18.
iryc. 11.).

tab. 18 Wartosci 5-caC w moczu pacjentow z AML, MDS oraz w grupie kontrolnej
(wyrazone w nmol/mmol kreatyniny)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSVKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

12,81+17,8 | 4,5+2,37 | 3,443,28
5-caC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe <0,0001 0,004 0,0029
5,95 4,21 2,45
(3,5421-14,3562) | (3,0748-5,0941) | (1,7463-3,1954)
100 5-caC w moczu
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ryc. 11. Wykres ramka-wgsy wartosci 5-caC w moczu pacjentow z AML, MDS oraz w grupie

kontrolnej (wyrazone w nmol/mmol kreatyniny).
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4.10 Wartos¢ 5-hmdU (5-hydroksymetylodeoksyuracylu) w moczu

Podobnie jak w przypadku 5-hmdC, 5-hmC, 5-fC oraz 5-caC najnizszg warto$¢ 5-hmdU w moczu
wykazano w grupie kontrolnej, wyzszg w grupie pacjentéw z MDS i najwyiszg w grupie
pacjentow z AML. Rdzinica pomiedzy grupg MDS i grupa kontrolng nie byfa istotna
statystycznie (tab. 19. i ryc. 12.).

tab. 19 Wartosci 5-hmdU w moczu pacjentéw z AML, MDS oraz w grupie kontrolnej
(wyrazone w nmol/mmol kreatyniny)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSVKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

30,41+49,08 | 11,37+6,46 | 9,22+5,96

Mediana + przedziaty miedzykwartylowe
5-hmduU 17,93 <0,0001 | 0,1679 | 0,0037

(10,1771 9,95 7,52
29,2193) (6,7277-14,3312) | (5,9311-10,78)
5-hmdU w moczu
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ryc. 12. Wykres ramka-wgsy wartosci 5-hmdU w moczu pacjentéw z AML, MDS oraz w grupie

kontrolnej (wyrazone w nmol/mmol kreatyniny).
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4.11 Wartos¢ 5-hmU (5-hydroksymetylouracylu) w moczu

Podobnie jak w przypadku wszystkich analizowanych produktéw aktywnej demetylacji,
najnizszg warto$é 5-hmU w moczu wykazano w grupie kontrolnej, wyzszg w grupie pacjentow
z MDS i najwyzszg w grupie pacjentéw z AML. Rdznica pomiedzy grupa pacjentéw z AMLi MDS
byta na granicy istotnosci statystycznej (tab. 20. i ryc. 13).

tab. 20 Wartosci 5-hmU w moczu pacjentow z AML, MDS oraz w grupie kontrolnej
(wyrazone w nmol/mmol kreatyniny)

Znamiennos¢ statystyczna (p)

AML MDS KON AMLVKON | MDSVKON | AMLvMDS

Srednia + odch. standardowe

20,08+34,31 | 11,2+9,63 |7,23+1,75
5-hmU Mediana + przedziaty miedzykwartylowe <0,0001 0,0156 0,1036
10,88 8,79 6,92
(7,6274-17,0947) | (6,2694-13,2694) | (6,0519-7,6577)
200 5-hmU w moczu
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ryc. 13. Wykres ramka-wgsy wartosci 5-hmU w moczu pacjentow z AML, MDS oraz w grupie

kontrolnej (wyrazone w nmol/mmol kreatyniny).
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4.12 Wartosci 5-hmdC (5-hydroksymetylodeoksycytozyny) w DNA leukocytarnym w
zaleznosci od odsetka blastow w szpiku kostnym u pacjentéw z AML i MDS

W grupie pacjentdw z najwyzszym odsetkiem blastéw w szpiku kostnym (>30% blastéw, n=46)
wykazano wyzsze wartosci 5-hmdC w DNA leukocytarnym niz w grupie pacjentéw z posrednim
odsetkiem blastéw (10-30% blastéw, n=23) i znacznie wyzsze wartosci niz w grupie pacjentéw
z najnizszym odsetkiem blastow (<10% blastéw, n=29). W obu przypadkach rdznice byty
istotne statystycznie (tab. 21.iryc. 14.).

tab. 21 Wartosci 5-hmdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML i MDS w zaleznosci od
odsetka blastow w szpiku kostnym (wyrazone w jednostkach/10°dN)

<10% 10-30% >30%
Srednia + odch. standardowe
0,0346 £ 0,0234 ‘ 0,0408 + 0,0265 ‘ 0,0645 + 0,0379
5-hmdC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe
0,0285 0,0388 0,0588
(0,0205- 0,0367) (0,0236- 0,0498) (0,0328- 0,0837)

5-hmdC w DNA leukocytarnym
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ryc. 14. Wykres ramka-wgsy wartosci 5-hmdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML i MDS

w zaleznosci od odsetka blastéw w szpiku kostnym (wyrazone w jednostkach/103dN)
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4.13 Korelacja pomiedzy odsetkiem blastéw w szpiku kostnym, a wartoscig 5-hmdC w DNA
leukocytarnym.

Zaleznos¢ pomiedzy narastaniem odsetka blastéw w szpiku kostnym, a wartoscig 5-hmdC w
DNA leukocytarnym u pacjentéw z AML i MDS potwierdzono réwniez poprzez wykazanie

korelacji przy r=0,3937 i p<0,0001.

Korelacja: r=0,3937
0,16 .

0
0,14 ¢ ©

)

o o o

0,12 +

0,10 +
0,08

0,06 t

)

0,04

)

DNA 5-hmdC/103dN

002 R

0,00 ¢

0 20 40 60 80 100
Odsetek blastow [%]

ryc. 15. Wykres korelacji pomiedzy odsetkiem blastow w szpiku kostnym (wyrazone w

procentach) a wartoscig 5-hmdC w DNA leukocytarnym (wyrazone w jednostkach/10°dN).
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4.14 Mutacje gendw zaangazowanych w procesy epigenetyczne

Zidentyfikowano mutacje /IDH1 u dwdch (3,23%) pacjentéw z AML oraz u jednego (2,4%)
pacjenta z MDS. We wszystkich przypadkach byta to mutacja R132. Wykryto mutacje IDH2 u
trzech (4,8%) pacjentow z AML. W dwdéch przypadkach byfa to mutacja R140, a w jednym —
R172. Wsrdd pacjentéw z MDS nie wykryto mutacji w obrebie IDH2. Mutacje TET2 wykryto u
czterech pacjentéw z AML (6,5%) oraz u pieciu pacjentéow z MDS (11,9%).
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4.15 Ekspresja mRNA genow zaangazowanych w procesy epigenetyczne

Analizujgc wartosci ekspresji mRNA gendw zaangazowanych w procesy epigenetyczne
zaobserwowano istotnie statystycznie nizszg ekspresje TET2 u pacjentéw z AML w poréwnaniu
z grupa kontrolng, podczas gdy wartosci ekspresji mRNA TET1 oraz TET3 byty wyzsze w grupie
pacjentow z AML (tab. 22., ryc. 17.). Ekspresja mRNA genu TDG byta znacznie wyzsza w grupie
AML w stosunku do grupy kontrolnej przy p=0,0007. Réwniez wartosci ekspresji mRNA gendéw
IDH1 oraz IDH2 byly wyzsze u pacjentow z AML niz w grupie kontrolnej przy wysokiej
znamiennosci statystycznej, odpowiednio p=0,004 oraz p=0,0001. Poziom ekspresji mRNA
genu IDH1 wyzszy niz w grupie kontrolnej odnotowano réwniez w przypadku grupy pacjentow
z MDS (p=0,0412), a parametr ten byt jedynym rdznicujgcym grupe pacjentdw z MDS z grupg
kontrolng. W pozostatych przypadkach wartosci ekspresji mRNA nie réznity sie istotnie

statystycznie od grupy kontrolne;j.

tab. 22 Wartosci ekspresji genow TET1, TET2, TET3, TDG, IDH1 oraz IDH2 u pacjentéw z AML,
MDS oraz w grupie kontrolnej.

AML MDS KON Znamienno$¢ statystyczna (p)
Srednia + odchylenie standardowe MDS v
Mediana + przedz;;fy miedzykwartylowe AML VKON KON AMLv VDS
0,068 + 0,177 0,0061 + 0,0096 0,0069 + 0,005
TET1 0,015 0,00267 0,00537 0,0139 | 0,6477 | 0,0129
(0,0045- 0,0547) (0,00081-0,0052) (0,0039-0,0086)
3,734 + 3,788 9,656 + 7,560 9,511 + 8,887
TET2 2,487 7,4805 7,2975 <0,0001 | 0,9341 | <0,0001
(1,437- 4,05) (3,485- 14,15) (4,917-9,602)
1,641 + 1,582 1,123 +1,3 1,148 + 0,722
TET3 1,291 0,63445 0,9441 0,0364 | 0,9183 | 0,1059
(0,7303- 1,9746) (0,22505- 1,853) (0,6428 - 1,585)
1,631+ 0,938 1,427 + 1,495 1,124 + 0,547
TDG 1,474 0,98565 0,9534 0,0007 | 0,2471 | 0,4255
(0,9715- 2,073) (0,71375 - 1,616) (0,7827 - 1,232)
0,295 + 0,499 0,179 + 0,225 0,091 + 0,063
IDH1 0,1558 0,0935 0,07205 0,004 0,0412 | 0,2257
(0,0386- 0,3141) (0,0344 - 0,205) (0,0449 - 0,1331)
21,66 + 14,79 10,93 + 10,65 12,78 + 6,8
IDH2 18,3 6,251 10,92 0,0001 | 0,3571 | 0,0001
(11,11- 29,742) (4,799 - 13,79) (9,096 - 15,54)
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ryc. 17. Wykresy ramka-wgqsy poziomow ekspresji genow TET1, TET2, TET3, TDG, IDH1 oraz

IDH2 u pacjentow z AML oraz w grupie kontrolnej.
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4.16 Ekspresja mRNA TET2 oraz poziom 5-hmdC w DNA leukocytarnym w zaleznosci od

statusu mutacji genu TET2 w grupie pacjentow z AML

Pacjenci z AML obarczeni mutacjag w genie TET2 (mutTET2) nie wykazali nizszych wartosci

ekspresji TET2 ani nizszego poziomu 5-hmdC w leukocytarnym DNA niz pacjenci pozbawieni

mutacji w tym genie (WtTET2).

TET2 mRNA
m==)\lediana
“ [] 25%-75%
T Zakres nieodstajacych
= Dane surowe
* Srednia
p=0,2872
& a
e Znamienno$é¢
statystyczna
WHTET?2 mutTET2 ‘y(;f)’
Srednia + odch. standardowe
3,916 = 3,776 1,871+ 0,772
oy =4 N - TET? Mediana + przedzialy migdzyviowartylowe 0,2872
D mRNA 2,579 1,917
(1,507-4.871) (1,21-2,532)
WtTET2 mutTET2

ryc. 18. Poziom ekspresji mRNA TET2 pacjentéow z AML w zaleznosci od obecnosci mutacji w

genie TET2.
5-hmdC DNA
0,16 ==)\lediana
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- = 142 —r-n T Zakres nieodstajacych
0.14 ¢ p 0' 8 = Dane surowe
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0,12 R
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statystyczna
WHTET2 mutTET2 tysty
0,04 ) (p)
Srednia | odch. standardowe
0,02 a 0,0584 + 0,035 0,0861 = 0,055
5- Mediana + przedzialy miedzykwartylowe 0,1428
0,00 hmdC 0,0555 0,0894
‘ (0,0312-0,0772) (0,041-0,131)

WLTET2 mutTET2

ryc. 19. Wartosci 5-hmdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML w zaleznosci od

obecnosci mutacji w genie TET2 (wyrazone w jednostkach/103dN).
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4.17 Wartoéci produktéw aktywnej demetylacji u pacjentéw z zespotami
mielodysplastycznymi w zaleznosci od ryzyka R-IPSS

W przypadku wartosci 5-caCyt w moczu, 5-hmCyt w moczu, 5-hmdC w DNA leukocytarnym
oraz 5-hmdU w moczu zaobserwowano wizualng zalezno$¢ pomiedzy badanymi parametrami,
a kategorig ryzyka w skali R-IPSS (ryc. 20). W zwigzku z niskg licznos$cig badanych kohort nie

uzyskano réznic istotnych statystycznie.
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ryc 20. Wykresy ramka-wgsy wartosci wybranych produktow demetylacji u pacjentow z

zespotami mielodysplastycznymi w zaleznosci od ryzyka R-IPSS.
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4.18 Wyjsciowy poziom 5-mdC w DNA leukocytarnym u pacjentow z MDS w zaleznosci od
wystapienia transformacji do AML

Sposrdéd 42 pacjentéw z MDS witgczonych do analizy u siedmiu z nich (16,67%) doszto do
transformacji w AML. Pacjenci, u ktérych doszto do transformacji mieli nizszy wyjsciowy
poziom 5-mdC w DNA leukocytarnym niz pacjenci, u ktérych nie doszto do transformacji, przy
znamiennosci statystycznej p=0,0417 (ryc. 21). Dla wszystkich pozostatych produktéw
demetylacji nie znaleziono rdznic istotnych statystycznie pomiedzy badanymi grupami.

tab. 23 Wartosci 5-mdC w DNA leukocytarnym pacjentow z MDS w zaleinosci od
transformacji do AML (wyrazone w jednostkach/103dN).

Znamiennos¢ statystyczna (p)
MDS bez MDS z transformacjg
transformacji do AML
Srednia + odch. standardowe
8,4+0,35 7,73 £0,78 0,0417
5-mdC Mediana + przedziaty miedzykwartylowe
8,5 7,93
(8,1371- 8,6874) (7,2246- 8,379)

Transformacja MDS do AML

907 R p=0,0417
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- |[]25%-75%
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6,2 , . » Dane surowe

bez transformacji transformacja % Srednia

ryc. 21. Wykres ramka-wgqsy poziomu 5-mdC w DNA leukocytarnym u pacjentéw z MDS w

zaleznosci od transformacji do AML.
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4.19 Krzywa ROC transformacji MDS do AML w zalezno$ci od poziomu 5-mdC w DNA u
pacjentow z MDS

Celem oceny poprawnosci warto$ci 5-mdC w DNA jako klasyfikatora réznicujgcego grupe
pacjentéw z MDS o wyzszym i nizszym ryzyku transformacji MDS do AML wykonano krzywg
ROC i uzyskano AUC=0,805 przy wysokiej istotnosci statystycznej (p=0,0007), ryc. 22. Czutos¢

testu przy punkcie odciecia 7,66 wyniosta 50%, a specyficznosé¢ 97,1%.

5-mdC w DNA leukocytarnym
AUC=0.,805 p=0,0007
Czutosé=50% Specyficznosé=97,1%
Punkt odcigeia: 7,66

1,0 t

0,8t

0,6

7 7

czutosé

04}

0,2

0,0 ¢ , , , . ]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

specyficznosé

ryc. 22. Krzywa ROC transformacji MDS do AML w zaleznosci od poziomu 5-mdC w DNA u
pacjentéw z MDS.
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4.20 Wyjsciowy poziom 5-mdC oraz pochodnych procesu aktywnej demetylacji w DNA
leukocytarnym oraz w moczu u pacjentéw z AML leczonych chemioterapig intensywng w
zaleznosci od osiggniecia remisji catkowitej po leczeniu

Sposrdd szescdziesieciu dwdch (n=62) pacjentéw z AML wiaczonych do badania, trzydziestu
sze$ciu (n=36) byto leczonych intensywng chemioterapia wedtug schematu ,,3+7” (por. roz.
»Wstep”). W tej grupie dwudziestu pieciu (n=25) pacjentéw uzyskato remisje catkowitg po
leczeniu, za$ jedenastu (n=11) nie uzyskato remisji catkowitej. Wyjsciowy poziom 5-mdC oraz
zadna z pochodnych procesu aktywnej demetylacji mierzona w DNA leukocytarnym oraz w
moczu nie miaty wptywu na uzyskang przez pacjentdw odpowiedZ na leczenie (tab. 24).

tab. 24. Wartosci 5-mdC oraz pochodnych procesu aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym oraz
w moczu pacjentéw z AML leczonych chemioterapiq intensywnq w zaleznosci od odpowiedzi na
leczenie (wartosci 5-mdC oraz 5-hmdC w DNA wyrazone w jednostkach/10°dN, wartosci 5-fdC w DNA
wyrazone w jednostkach/10°dN, wartosci 5-cadC w DNA wyrazone w jednostkach/10°dN, wartosci
wszystkich produktow demetylacji w moczu wyrazone w nmol/mmol kreatyniny).

. . . Brak remisji
Remisja catkowita (CR) catkowitej Znamiennoéé
Srednia + odchylenie standardowe statystyczna (p)
Mediana + przedziaty miedzykwartylowe
8,386 + 0,557 8,532 + 0,345
5-mdC 8,385 8,612 0,431
(8,132 - 8,71) (8,246 - 8,802)
0,069 + 0,037 0,054 + 0,04
5-hmdC 0,061 0,056 0,3042
<Zi (0,036- 0,09) (0,018- 0,075)
o 0,318 + 0,234 0,317 + 0,287
5-fdC 0,263 0,219 0,9947
(0,154 - 0,426) (0,072 - 0,542)
22,21+ 14,17 26,55 + 28,96
5-cadC 18,68 14,34 0,6083
(13,65 - 26,75) (4,479 - 48,66)
1,172 + 2,27 1,548 + 1,764
5-mdC 0,565 0,816 0,6601
(0,382 - 0,808) (0,418 - 2,475)
9,694 + 20,09 5,146 + 4,594
5-hmdC 2,969 3,898 0,489
(1,612 - 6,6) (1,902 - 7,166)
18,02 + 34 12,45 + 12,23
5-hmC 6,427 10,07 0,622
(3,011-12,7) (4,671 -14,87)
N 4,634 + 8,694 2,822 +0,74
o 5-fC 1,976 2,824 0,5416
= (1,421 - 3,384) (2,283 - 3,159)
15,21 + 24,81 8,113 + 5,576
5-caC 5,624 5,954 0,4682
(3,854 - 12,03) (4,055 - 10,76)
41,86 + 74,37 20,55 + 12,92
5-hmdU 15,68 19,16 0,3801
(11,25 - 30,05) (9,366 - 22,24)
32,49 + 53,88 14,61 * 6,983
5-hmU 10,51 12,47 0,3666
(7,627 - 19,35) (9,801 - 19,33)
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4.21 Krzywa przezycia pacjentow z AML leczonych chemioterapia intensywng w zaleznosci
od osiggniecia remisji catkowitej po leczeniu

Pacjenci z AML, ktérzy po chemioterapii indukujacej ,3+7” uzyskali remisje catkowitg (CR,
n=25, krzywa oznaczona kolorem czerwonym) mieli dtuzszag mediane przezycia catkowitego
(m0S=20,26 miesigca) od pacjentéw z AML, ktérzy po chemioterapii intensywnej ,,3+7” nie
uzyskali remisji catkowitej (n=11, krzywa oznaczona kolorem niebieskim, m0S=3,73), przy

wysokiej istotnosci statystycznej, wartos¢ p testu log-rank=0,0008.

Krzywa przezycia Kaplana-Meiera
Okompletne  + uciete

10l ' ' ' ' ' ' ' ' ' | testlog-rank
’ : p=0,0008

0.0 80000
gooor

m05S=20,26

03¢

prawdopodobienstwo przezycia

02 ¢

mO0S=3,73
0,1+t
| — brak CR

© - CR
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

0,0 ¢t

dtugosc przezycia (miesigce)
ryc. 23. Krzywa przeiycia Kaplana-Meiera pacjentow z AML leczonych chemioterapig

intensywng w zaleznosci od odpowiedzi na leczenie.

62



4.22 Krzywa przezycia pacjentow z AML leczonych chemioterapia intensywng w zaleznosci
od stezenia 5-mdC w moczu w momencie diagnozy

Za pomocy krzywej ROC wyznaczono punkt odciecia o wartosci 0,893 nmol/mmol kreatyniny
5-mdC w moczu jako potencjalnie réznicujgcej 212-miesieczny i <12-miesieczny OS w grupie
pacjentéow z AML leczonych intensywng chemioterapia ,,3+7” i wykonano analize przezycia
Kaplana-Meiera. Wsrdd pacjentéow z AML leczonych intensywng chemioterapig ,,3+7” pomiary
5-mdC w moczu byly dostepne dla dwudziestu sze$ciu pacjentdéw. Pacjenci z wyjsciowym
stezeniem 5-mdC w moczu nizszym niz 0,893 nmol/mmol kreatyniny (n=19) mieli dtuzsze
przezycie catkowite (m0S=16,06 miesiecy), niz pacjenci z poziomem 5-mdC wyzszym niz 0,893
nmol/mmol kreatyniny (n=7, m0S=2,94 miesiecy), co potwierdzono testem log-rank przy

istotnosci statystycznej p=0,0277 i przedstawiono na wykresie Kaplana-Meiera (ryc. 24.).

Krzywa przezycia Kaplana-Meiera
O kompletne  + ucigte

1 test log-rank
p=0,0277

prawdopodobienstwo przezycia

mQ0S=16,06
03¢} @
0,2 B '
Q
0,1} ——<0,893 5-mdC
' m0S=2,94 ]
0,0t o) O ----->0,893 5-mdC

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
dtugosc przezycia (miesigce)

ryc. 24. Krzywa przezycia Kaplana-Meiera pacjentow z AML leczonych chemioterapiq
intensywng w zaleznosci od wyjsciowego stezenia 5-mdC w moczu (krzywa niebieska dotyczy
pacjentow ze stezeniem 5-mdC ponizej 0,893 nmol/mmol kreatyniny, zas krzywa czerwona

dotyczy pacjentow ze stezeniem 5-mdC powyzej 0,893 nmol/mmol kreatyniny).
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Analiza wieloczynnikowa wptywu stezenia 5-mdC w moczu na dtugos¢ przezycia (OS) z
uwzglednieniem wyjsciowego ryzyka cytogenetyczno-molekularnego oraz statusu
transplantacji komdrek macierzystych nie byta mozliwa z powodu zbyt matej licznosci
badanych kohort. Sprawdzono jednak, czy w badanej grupie (pacjentéw z dostepnym
pomiarem 5-mdC w moczu) czynniki te majg wptyw na dtugos¢ przezycia osobno, tab. 26.

tab. 25 Charakterystyka proby pacjentow z AML kwalifikujgcych sie do chemioterapii
intensywnej z dostepnym pomiarem 5-mdC w moczu w podziale na czynnik catkowitej remisji

Catkowita remisja
Charakterystyka N Kohorta ogétem® p°
nie, n;=10° tak, n, = 16°
58,50 60,50 57,50
Wiek, lat 26 0,527
(49,50, 64,00) (55,25, 64,00) (48,00, 63,50)
Ptec: 26 0,428
kobieta 11 (42,31%)° 3 (30,00%) ° 8 (50,00%) ©
mezczyzna 15 (57,69%) ° 7 (70,00%) © 8 (50,00%) ©
Kariotyp: 25 1,000¢
korzystny 8 (32,00%) ° 3(33,33%)" 5(31,25%) "
posredni lub
17 (68,00%)° 6 (66,67%) " 11 (68,75%)°
niekorzystny

@ Mdn (Q1, Q3),° n (%), ¢ Doktadny test Fishera, ¢ Test sumy rang Wilcoxona

Jak wykazano, status cytogenetyczno-molekularny nie réznit sie istotnie miedzy grupami

(p=1,000), tab. 25.

Sprawdzono efekt allogenicznej transplantacji komérek macierzystych oraz osobno
wyjSciowego statusu cytogenetyczno-molekularnego na co najmniej roczne przezycie
pacjentéw z AML z korektg na pteé pacjenta.

tab. 26 Oszacowane efekty allogenicznej transplantacji komorek macierzystych oraz

wyjsciowego statusu cytogenetyczno-molekularnego na roczne przezycie po leczeniu z
korektq na ptec pacjenta

Przezycie co najmniej 12 miesiecy po leczeniu
Zmienna objasniajgca
RR Cl 95% p Nobs
Przeszczep szpiku kostnego [tak] 7,52 1,93 -41,99 0,007 26
Kariotyp [posredni lub niekorzystny] | 1,63 0,54-5,21 0,401 25
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W grupie pacjentdéw z AML, ktérzy otrzymali chemioterapie indukujacg i dla ktérych dostepny
byt pomiar 5-mdC w moczu wykazano, ze pacjenci ktérzy odbyli allogeniczng transplantacje
komorek macierzystych mieli znacznie wyzsze prawdopodobienstwo przezycia co najmniej 12
miesiecy po leczeniu chemioterapig intensywna (przy wspétczynniku ryzyka wynoszgcym 7,52
z istotnoscig statystyczng p=0,007). Nie wykazano, by w tej grupie pacjentéw wyjsciowy status
cytogenetyczno-molekularny miat wptyw na przezycie przynajmniej 12-miesieczne

(wspotczynnik ryzyka 1,63 nie byt statystycznie istotny przy p = 0,401).
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5. Dyskusja

Odkrycie w 2009 roku roli biatek z rodziny TET w zakresie oksydacji 5-metylocytozyny do 5-
hydroksymetylocytozyny i dalszej demetylacji 5-hmCyt do pochodnych (5-formylocytozyny i
5-karboksycytozyny) pozwolito zrozumiec szlak aktywnej demetylacji w genomie ssakéw [63,
65]. W kolejnych latach, po opracowaniu metod pomiaru ilosciowego produktow
epigenetycznych wykazano, ze 5-hmCyt wystepuje w DNA komérek wszystkich ssakéw, a jej
globalne stezenia wahajg sie pomiedzy 0,005%, a 0,7% wszystkich par zasad, w ktérych sktad
wchodzi cytozyna [109, 110]. Udowodniono takze, ze aktywno$¢ szlaku demetylacji moze by¢
réozna w poszczegdlnych tkankach, a najwyzszy globalny poziom 5-hmCyt wykazano w tkance
mozgu i watroby, zas najnizszy w tkankach serca [111, 112]. Najwiecej uwagi poswiecono
jednak badaniu aktywnosci i zaburzen szlaku demetylacji w tkankach nowotworowych. Liczne
prace publikowane w latach dziesigtych obecnego stulecia udowodnity, ze cechg
charakterystyczng tkanek nowotworowych jest globalna hipermetylacja (zwiekszenie poziomu
5-mCyt i jednoczesnie obnizenie poziomu 5-hmCyt) [113]. Wykazano to w przypadku
nowotworéw m.in. skory, nerek, prostaty, watroby, zotadka, piersi, ptuc, jelita grubego i
moézgu [114-117]. Dodatkowo znaleziono korelacje pomiedzy wzrostem guzow
nowotworowych, a spadkiem poziomu 5-hmCyt w DNA komdrkowym (a zatem nasileniem
procesu metylacji) [118, 119]. Co wiecej, wykazano, ze zmniejszony globalny poziom 5-hmCyt
pogarsza  prognoze i skraca  dtugos¢ zycia  pacjentow z  nowotworami:
watrobowokomérkowym, zotadka, przetyku, nerek, piersi, mézgu oraz krtani [120-126].
Niedawno pomiarow ilosciowych produktéow aktywnej demetylacji dokonano na grupie
piecdziesieciu pieciu pacjentéw pediatrycznych z ostrg biataczky limfoblastyczng (ALL, ang.
acute lymphoblastic leukemia) [127]. Réwniez w tym przypadku dowiedziono, ze procesy
demetylacji sg silnie zaburzone u pacjentéw chorych, a globalny poziom 5-hmCyt byt znacznie
nizszy w grupie dzieci z ALL, niz w grupie kontrolnej. Co wiecej, u dzieci uzyskujgcych remisje
catkowitg poziomy modyfikatoréw epigenetycznych wracaty do podobnych jak w grupie

kontrolnej.

Analizujac bazy publikacji mozna zauwazy¢ jednak, ze niewiele badan dotyczacych pomiaréw
modyfikatoréw epigenetycznych poswieconych zostato nowotworom hematologicznym
dorostych, a w szczegdlnosci ostrej biataczce szpikowej i zespotom mielodysplastycznym. Jak

wykazano we wstepie do pracy, w grupie pacjentéw z AML i MDS mutacje gendéw
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zaangazowanych w aktywna demetylacje wystepujg niezwykle czesto (por. Wstep, s. 27),
zatem analiza ilosciowa poszczegélnych produktdw i pochodnych procesu aktywnej
demetylacji wydaje sie byé szczegdlnie interesujgca. W niniejszej pracy wykorzystano
dedykowang metodologie opartg na technologii dwuwymiarowej ultrasprawnej
chromatografii cieczowej z tandemowgq spektrometrig mas (2D-UPLC-MS/MS) do pomiaréw
ilosciowych wszystkich znanych produktéw aktywnej demetylacji DNA, a wiec: 5-mCyt (5-
metylocytozyny), 5-hmCyt (5-hydroksymetylocytozyny), 5-fCyt (5-formylocytozyny), 5-caCyt
(5-karboksycytozyny) oraz 5-hmUra (5-hydroksymetylouracylu) we krwi oraz moczu. Technika
2D-UPLC-MS/MS umozliwia obecnie najbardziej precyzyjny pomiar modyfikatorow
epigenetycznych i charakteryzuje sie znacznie wyzszg czutoscig niz dostepne metody
immunoenzymatyczne [104, 128]. Jest to szczegdlnie istotne, biorgc pod uwage ledwie
wykrywalne wartosci produktéw epigenetycznych w genomie ludzkim: w niektérych
badaniach na tysigc czgsteczek 5-hmCyt przypada zaledwie jedna czasteczka 5-

formylocytozyny, zas 5-karboksycytozyna wystepuje jeszcze rzadziej [109, 129].

W pracy potwierdzono, ze obnizenie globalnego poziomu 5-hmdC w DNA jest cechg
charakterystyczng réwniez ostrej biataczki szpikowej oraz zespotéw mielodysplastycznych. W
obu przypadkach uzyskano rdznice istotng statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (tab. 11,

ryc. 4).

Wczesniej w grupach MDS i AML udowodniono globalny spadek poziomu 5-hmCyt, chociaz w
jednej pracy rdznice istotng statystycznie znaleziono jedynie w grupie pacjentéw z mutacjami
epigenetycznymi TET2, IDH1 i IDH2 [64, 95, 103, 130]. Rola tych mutacji genowych na szlak
aktywnej demetylacji zostata szczegdétowo omdwiona w rozdziale , Wstep”, a spadek poziomu
5-hmCyt w ich przebiegu wydaje sie by¢ oczywisty. Nietatwo jednak wyttumaczy¢ globalny
spadek poziomu 5-hmCyt w grupie pacjentéw z AML, u ktérych nie stwierdzono tych mutacji
[131-133]. Publikacje, w ktérych potwierdzono hipermetylacje u pacjentéw z AML i MDS
wolnych od mutacji epigenetycznych potwierdzajg, ze na obnizenie stezenia 5-hmCyt maja

wptyw inne czynniki, ktore wymagajg omodwienia.

W 2022 roku w czasopismie Blood Advances Gurnari i wspottwoércy wykazali na duzej grupie
pacjentéw z zespotami mielodysplastycznymi, ze deplecja 5-hmCyt moze wystepowaé
niezaleznie od statusu mutacji genu TET2 [95]. Co wiecej, takze obnizona ekspresja TET2

mRNA zostata wykazana nie tylko w grupie pacjentéw z mutacjg TET2, lecz takie wsréd
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pacjentow nieobcigzonych ta mutacja. Pojedyncze doniesienia potwierdzajace obnizong
ekspresje mRNA TET2 w MDS i AML byty publikowane juz wczesniej, ale dopiero od kilku lat
wskazuje sie na zaburzenie funkcji dioksygenazy TET2 niezaleznie od statusu mutacji genu ja
kodujgcego [134-136]. Rzeczywiscie, podobne zjawisko zaobserwowano w niniejszej pracy w
grupie pacjentéw z AML: zardwno obnizona ekspresja mRNA TET2 oraz deplecja 5-hmdC byty
cechami charakterystycznymi catej grupy AML, ale niezaleznymi od mutacji genu TET2 (por.

tab. 22 iryc. 17, 18 oraz 19).

Jak zatem udowodniono, utrata funkcji TET2 prowadzaca do globalnej hipermetylacji nie
zawsze jest wywotana jego mutacjy. Czynniki prowadzgce do utraty funkcji genu TET2

okreslono w literaturze anglojezycznej zbiorczo mianem ‘tetopatii’ (ang. tetopathies).

Jedna z potencjalnych tetopatii moze by¢ inhibicja deacetylazy histonowej (HDAC, ang. histone
deacetylase). Blokowanie jednej z nich — HDAC4 — prowadzito do zmniejszenia ekspresji TET2
mRNA (ang. downregulation) w komdrkach MDS i AML, co skutkowato obnizeniem 5-hmCyt
niezaleznie od statusu mutacji TET2 [137]. Innym udowodnionym czynnikiem obnizajgcym
poziom 5-hmCyt s mikroRNA (miRNA, ang. microRNA). W zespotach mielodysplastycznych
miR-22 wykazuje zwiekszong ekspresje (ang. upregulation) i poprzez atakowanie TET2 obniza
jego ekspresje, przez co zmniejsza produkcje 5-hmCyt w procesie aktywnej demetylacji [138].
W badaniach eksperymentalnych transgeniczne modele mysie ze zwiekszong ekspresjg miR-
22 rozwijaty klon niezréznicowanych komodrek blastycznych linii mieloidalnej oraz kliniczne
cechy zespotéw mielodysplastycznych i mieloproliferacyjnych (zmiany dysplastyczne w linii
czerwonokrwinkowej, granulocytarnej i megakariocytarnej; splenomegalie z naciekiem
komodrek mieloidalnych; leukopenie oraz anemie), a 70% z nich rozwineto biataczke szpikowg
w ciggu dwdch lat [139]. Przy okazji potwierdzono réwniez in vivo obnizenie ekspresji TET2
mMRNA oraz znaczny spadek poziomu 5-hmCyt w DNA w wyniku bezposredniego dziatania miR-
22. W innej pracy zidentyfikowano ponad trzydziesci mikroRNA majgcych zdolnosé obnizania
ekspresji TET2 i wtérnie do tego, zmniejszania poziomu 5-hmCyt [140]. Co wiecej,
potwierdzono, ze cze$¢ z nich wykazuje nadekspresje w AML wolnej od mutacji TET2 (wild-
type TET2), co moze stanowié¢ kolejne wyttumaczenie obnizonego poziomu 5-hmCyt u
pacjentéw z AML nieobcigzonych mutacjami epigenetycznymi (przypis: w tym przypadku

mikroRNA s3 kolejnymi tetopatiami).
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W odniesieniu do poziomu 5-hmdC w DNA, w niniejszej pracy wykazano takze istotng
statystycznie korelacje pomiedzy odsetkiem blastéw w szpiku kostnym, a wartoscig 5-hmdCw
DNA leukocytarnym (tab. 21, ryc. 14-15). Ta zalezno$¢ zostata udowodniona juz wczesniej,

jednak inng metoda [141].

W czasopismie Blood opublikowano wyniki badania, w ktérym ustalano globalny poziom 5-
hmCyt u dwustuszesciu pacjentéw do 60. roku zycia z AML, co badano metodg tandemowe;j
spektrometrii mas z chromatografig cieczowg [103]. Odkryto, ze u zdrowych ludzi poziom 5-
hmCyt miesci sie w waskim zakresie (+/- 1,5x w stosunku do mediany), zas u pacjentéw z AML
zakres ten jest znacznie wiekszy (+/- 15x w stosunku do mediany). Rdzinice istotne
statystycznie byly widoczne w grupie z mutacjami TET2 i IDH1/2, gdzie poziom 5-hmCyt byt
nizszy niz w grupie zdrowych ludzi. Badacze podzielili ponadto pacjentéw z AML wzgledem
poziomu 5-hmCyt. W grupie z najnizszymi warto$ciami 5-hmCyt miescili sie niemal wyfacznie
pacjenci z mutacjami TET2 oraz IDH1/2. Zaskakujgco, pacjenci z wysokimi warto$ciami 5-
hmCyt mieli krétsze przezycie catkowite i udowodniono to analizg wieloczynnikowg (wysoki
poziom 5-hmCyt byt niezaleznym czynnikiem ztej prognozy). Dodatkowo, u pacjentéw z AML

uzyskujgcych remisje dochodzito do normalizacji poziomu 5-hmCyt po leczeniu.
5-formylocytozyna (5-fCyt) i 5-karboksycytozyna (5-caCyt) w DNA

Pierwsze ilosciowe pomiary 5-fCyt i 5-caCyt w komérkach myszy wykazaty, ze ich poziom jest
wielokrotnie nizszy niz poziom 5-mCyt i 5-hmCyt i stanowi ponizej 0.002% par zasad
zawierajgcych cytozyne [65, 70, 142]. W roku 2013 metodg spektrometrii mas z
chromatografig cieczowg wykonano natomiast pierwsze pomiary 5-fCyt w DNA komérek
ludzkich, tab. 27. [129]. Podobnie jak w przypadku badan na tkankach mysich wykazano, ze
poziom 5-fCyt jest zalezny od tkanek i jest 10-1000 razy nizszy od poziomu 5-hmCyt.

Jednoczesnie poziom 5-fCyt jest zawsze nieznacznie wyzszy od poziomu 5-caCyt.

Jest to zgodne z modelem TDG-BER-zaleznej aktywnej demetylacji DNA, poniewaz 5-hmCyt
jest pierwszym produktem aktywnej demetylacji DNA (dlatego jest jej najwiecej) i
jednoczesnie substratem dla wszystkich kolejnych (ryc. 1, rozdziat,, Wstep”). 5-CaCyt powstaje
z kolei z oksydacji 5-fCyt réwniez na drodze aktywnej demetylacji DNA, dlatego jej stezenie

jest najnizsze.
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tab. 27. Poziomy (jednostki/10° nukleozydéw) 5-hmdC, 5-fdC i 5-cadC w komdrkach i
tkankach mysich i ludzkich mierzone za pomocq HPLC-MS/MS. Dane na podstawie publikacji

[124]
5-hmdC 5-fdC 5-cadC

Komoérki Hela 31,2 0,67 0,27
Komorki czerniaka (ludzkie) 12,2 0,69 0,29

Zarodkowe komorki
680 14,5 3,4

macierzyste (mysie)
Tkanka mézgowa (ludzka) 1550 1,7 0,15
Tkanka mézgowa (mysia) 560 1,4 1,2

W niniejszej pracy te zaleznosci zostaty potwierdzone metodg spektrometrii mas z
chromatografig cieczowa. Niezaleznie od badanej grupy (AML, MDS, grupa kontrolna) poziom
5-hmCyt byt zawsze znacznie wyzszy od poziomu 5-fCyt, a poziom 5-caCyt byt zawsze najnizszy
(por. ryc. 4, ryc. 5 oraz ryc. 6, rozdziat , Wyniki”). Analizujgc bazy publikacji nie znaleziono

pracy, w ktdrej oznaczano by wczes$niej 5-fCyt oraz 5-caCyt w DNA pacjentéw z AML i MDS.

Zaskakujgco, w przypadku oznaczen 5-fCyt oraz 5-caCyt w DNA stwierdzono poziomy
najwyzsze w grupie pacjentéow z AML, posrednie wsréd pacjentéw z MDS i najnizsze u oséb
zdrowych (por. ryc. 5 i ryc. 6, rozdziat ,, Wyniki”). Réznice byty znaczgce i w kazdym przypadku
wykazano istotnos¢ statystyczng. Wydawatoby sie, ze skoro poziom 5-hmCyt byt nizszy w
grupie AML i MDS, to stezenia jego produktéw réwniez powinny by¢ nizsze, niz w populacji
0sob zdrowych. Jednak jak wykazano na grupie pacjentow z MDS we wczesniej cytowanej
publikacji Gurnari i wsp., w przypadku utraty funkcji demetylujgcej dioksygenazy TET2 (w
wyniku mutacji genu TET2 lub innej tetopatii) moze dochodzié¢ do nadekspresji genu TET3 i w
efekcie zwiekszenia aktywnosci katalitycznej dioksygenazy TET3 [95]. Taki kompensujacy
mechanizm prowadzi do przywrdcenia hydroksymetylacji w szlaku aktywnej demetylacji DNA
i w efekcie moze odpowiadaé za wzrost poziomu 5-fCyt oraz 5-caCyt. Nie jest jasne, czy w tym
systemie naprawczym bierze udziat dioksygenaza TET1, jednak hipoteza taka wydaje sie by¢
prawdopodobna, zwtaszcza biorgc pod uwage bardzo wysokie podobieristwo domen

katalitycznych dioksygenaz TET1, TET2 oraz TET3 [143, 144].
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Hipoteza dotyczgca kompensujacej roli gendw TET1 i TET3 w sytuacji supresji funkgcji
dioksygenazy TET2 wywotanej dowolng tetopatig znalazta swoje poparcie w niniejszej pracy.
W grupie pacjentow z AML wykazano bowiem znacznie podwyziszone wzgledem osdb
zdrowych wartosci ekspresji mRNA gendw TET1 oraz TET3 przy jednoczesnym spadku ekspresji
TET2 (tab. 22, ryc. 17), przy czym w kazdym przypadku réznice miaty wysokg znamiennosé

statystyczna.

Liczba prac omawiajgcych zaleznosci pomiedzy ekspresja mRNA gendw z rodziny TET w
nowotworach hematologicznych jest niewielka, jednak w tym przypadku cennych informacji
dostarczajg badania przeprowadzane in vitro oraz na modelach zwierzecych. W jednej z prac
wykazano, ze pozbawienie mysich komdérek embrionalnych jednoczesnie wszystkich trzech
dioksygenaz z rodziny Tet, tj. Tetl, Tet2 oraz Tet3 (ang. triple-KOs Tet1/2/3) zatrzymuje ich
dalsze réznicowanie, a zatem uniemozliwia rozwéj embrionu i docelowo organizmu [145].
Jednoczesnie jednak, jak udowodniono na modelu zwierzecym, utrata wytgcznie dioksygenazy
Tet2 wigzata sie z przezyciem myszy, co juz woéwczas sugerowato kompensacyjny charakter
poszczegblnych dioksygenaz Tet wzgledem siebie [146]. Do podobnych wnioskéw doszli
Dawlaty i wspottwérey, ktorych mysi model podwdjnego KO Tetl/2 nie byt zwigzany ze
Smiercig myszy, jednak prowadzit do znacznego nasilenia metylacji w obrebie leukocytarnego
DNA [147]. Wreszcie, pozbawienie myszy jednoczesnie Tetl oraz Tet3 powodowato takze
hipermetylacje (co wykazano poprzez spadek poziomu 5-hmCyt i nagromadzenie 5-mCyt), ale

rowniez nie byto dla myszy letalne [148].

Wydaje sie, ze przytoczone ekperymenty prowadzone na komadrkach macierzystych, badania
na modelach zwierzecych, a takze zawarta w tej pracy analiza zdajg sie potwierdzac¢ silng
zalezno$é pomiedzy aktywnoscig poszczegdlnych trzech dioksygenaz rodziny TET i w zwigzku
z tym biatka te oraz geny je kodujace nalezy traktowaé jako wzajemnie uzupetniajgcy sie

system.
Pomiary produktow demetylacji w moczu

W znakomitej wiekszosci badan dotyczgcych pomiaréw produktéw aktywnej demetylacji u
pacjentéw onkologicznych do oceny ich stezen wykorzystuje sie komdrkowe DNA, a metoda
immunoenzymatyczna dominuje nad spektrometriag mas. Wiadomo jednak, ze produkty

aktywnej demetylacji, szczegdlnie 5-fCyt i 5-caCyt hamuja replikacje DNA i w zwigzku z tym po
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rozpoznaniu przez system naprawczy BER zostajg przy udziale glikozylazy TDG wyciete z nici
DNA i zastgpione cytozyna [68]. Jak opisano we wstepie do pracy i zilustrowano na rycinie 1,
wyciete z DNA produkty aktywnej demetylacji trafiajg do krwiobiegu i ostatecznie zostajg
wydalone z moczem [149]. W zwigzku z tym za zasadne uznano wykonanie pomiarow
produktow aktywnej demetylacji bezposrednio z moczu. W zwigzku ze spodziewanymi
niewielkimi stezeniami tych produktéw w moczu, do analizy postuzono sie ponownie
dwuwymiarowa ultrasprawng chromatografig cieczowg z tandemowg spektrometrig mas (2D-
UPLC-MS/MS), a wiec metoda charakteryzujaca sie najwyzisza czutos$cig pomiaréw w

odniesieniu do modyfikatoréw epigenetycznych.

Uzyskane wyniki byty spdjne dla wszystkich produktéow aktywnej demetylacji, bowiem w
kazdym przypadku najwyzsze stezenie w moczu odnotowano u pacjentéw z AML, posrednie u
pacjentéw z MDS i najnizsze w grupie kontrolnej. W zdecydowanej wiekszosci przypadkow
roznice pomiedzy badanymi grupami byty znaczgce i uzyskano istotno$é statystyczng, w
pozostatych przypadkach wykazano trend. Na podstawie analizy baz publikacji stwierdzono,
ze dotychczas nie wykonywano pomiaréw produktéw aktywnej (de)metylacji w moczu u
chorych na AML i zespoty mielodysplastyczne, zatem w literaturze brak jest danych
potwierdzajgcych lub kwestionujgcych uzyskane w niniejszej pracy wyniki. Jedyne doniesienie,
w ktérym wykonywano analizy modyfikacji epigenetycznych w moczu przy uzyciu podobnej
metodyki dotyczg raka jelita grubego i wykazano w nim wyzsze stezenia wszystkich
pochodnych procesu aktywnej demetylacji w moczu niz w grupie oséb zdrowych, chociaz
wysokg znamiennos¢ statystyczng znaleziono tylko dla pomiaru 5-hmdC [128].
Pomimo skaposci publikacji poruszajgcych omawiane zagadnienie wiadomo jednak, ze
obecnos$¢ produktéw demetylacji w moczu odzwierciedla produkt naprawy DNA dokonany
przez system BER i w zwigzku z tym - stopien nasilenia zaburzen epigenetycznych w DNA
komodrkowym [149]. Co wiecej, potwierdzona na duzej prébie oséb zdrowych jest korelacja
pomiedzy poziomem produktow demetylacji w DNA komdrkowym, a ich stezeniem w moczu
[150].

Na podstawie powyzszych mozna zatem wnioskowaé, ze pacjenci z AML charakteryzujg sie
najbardziej zaburzonym epigenomem, a aberracje w jego obrebie sg znacznie bardziej
nasilone niz w grupie pacjentdw z zespotami mielodysplastycznymi i jeszcze bardziej, niz w

grupie kontrolnej, gdzie epigenom jest zaburzony jedynie w niewielkim stopniu. Jest to zgodne
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z przytoczonymi we wstepie do pracy hipotezami, ktére zaktadajg, ze zaburzenia
epigenetyczne sg podwaling dla procesu leukemogenezy: u ludzi zdrowych sg nieobecne lub
obecne w niewielkim stopniu, a stopien ich nasilenia zwieksza sie wraz z ekspansjg klonu
biataczkowego, w tym przypadku poprzez zespoty mielodysplastyczne do ostrej biataczki
szpikowej. Zdaje sie to potwierdza¢ rdéwniez wykres poziomu 5-hmdC, w ktérym

zaobserwowano korelacje w odniesieniu do odsetka blastéw w szpiku kostnym (ryc. 15).

Zespot mielodysplastyczny jest w wiekszosci przypadkéw stanem poprzedzajgcym ostrg
biataczke szpikowa, zatem mniejsze nasilenie zaburzen w obrebie szlaku aktywnej demetylacji
w tej grupie wydaje sie by¢ uzasadnione. Interesujgce natomiast sg réznice w poziomach
wybranych produktéw aktywnej demetylacji, ktére wykazano w odniesieniu do stadium R-IPSS
reprezentowanego przez pacjentow z zespotami mielodysplastycznymi. Dla 5-hmdC w DNA, 5-
hmC w moczu, 5-caC w moczu oraz 5-hmdU w moczu zaobserwano narastanie stezenia
produktow demetylacji (odzwierciedlajgcych aktywno$é zaburzen epigenetycznych) wraz ze
wzrostem stadium zaawansowania zespotu mielodysplastycznego (ryc. 20). Poniewaz po
podzieleniu grupy pacjentéw z MDS na podgrupy wzgledem stadium R-IPSS liczno$é
poszczegdlnych kohort byta niewielka, nie uzyskano istotnosci statystycznej pomiedzy
grupami ani krzywej korelacji. Interesujgce bytoby zatem powtdrzenie badania na wiekszej

grupie pacjentow.

Doskonatym wyktadnikiem nasilenia procesdw naprawy zmetylowanego DNA, a wiec
aktywnosci procesu demetylacji wydaje sie by¢ pomiar ekpresji mRNA TDG — genu
odpowiedzialnego za synteze glikozylazy tymidynowej. Wiadomo, ze rola tego enzymu w
procesie aktywnej demetylacji DNA jest kluczowa i polega na usuwaniu 5-formylocytozyny
oraz 5-karboksycytozyny z DNA, przy czym pochodne te trafiajg nastepnie do krwiobiegu i
ostatecznie zostajg wydalone z moczem (por. ryc. 1 oraz ,,Wstep”, str. 21). Jak przedstawiono
w tab. 22 i na ryc. 17 w pracy wykazano znacznie wyzszg ekspresje mRNA genu TDG w grupie
pacjentéw z AML w stosunku do grupy kontrolnej, co potwierdzono wysokg znamiennoscia
statystyczng. Wykonujgc przeglad literatury, nie znaleziono wielu publikacji dotyczacych
aktywnosci tego genu w nowotworach. W jednej z nich wykazano, ze u pacjentéw z rakiem
jelita grubego poziomy ekspresji TDG w tkankach guza byty znacznie wyisze, niz w
odpowiadajgcych im zdrowych tkankach [151]. Wptyw glikozylazy TDG na proliferacje

komorek raka jelita grubego poprzez szlak sygnalizacyjny Wnt (ang. Wnt singaling pathway)
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udowodniono eksperymentalnie, a usuniecie TDG za pomocg shRNA (ang. small-hairpin RNA)
skutkowato zahamowaniem dalszego wzrostu guza in vitro oraz ex vivo. Manusco i wsp.
udowodnili z kolei, ze inaktywacja Tdg w komodrkach czerniaka modelu mysiego powoduje
zahamowanie ich dalszego podziatu, co moze sugerowa, ze glikozylaza TDG jest niezbedna do
wzrostu komérek rowniez tego guza [152]. Niedawno zwiekszong ekspresje mRNA genu TDG
wykazano réwniez w obrebie dos¢ duzej grupy pacjentédw pediatrycznych z ostrg biataczka

limfoblastyczng, a grupe te poréwnywano do oséb zdrowych [127].

W grudniu 2022 opublikowano za$ w Science dos$¢ niespodziewane odkrycie dotyczace
glikozylazy TDG. Okazato sie, ze podczas wycinania 5-fC oraz 5-caC z DNA na drodze TET-TDG-
BER aktywnej demetylacji mogg powstawa¢ w jednym fancuchu nici DNA przerwy
spowodowane brakiem jednego nukleotydu [153]. Udowodniono zatem, ze wycinana przez
glikozylaze TDG i system BER 5-formylocytozyna lub 5-karboksycytozyna nie zawsze zostaje z
powodzeniem zastgpiona czystg cytozyng. Wytworzone przerwy w nici DNA nieuzupetnione
prawidtowg czasteczkg cytozyny w ocenie autoréw wspomnianej publikacji prowadzg do
uszkodzenia DNA komorki i docelowo mogg spowodowac jej apoptoze. Eksperyment, ktory
doprowadzit do tych przetomowych w kontekscie glikozylazy TDG wnioskéw (dotychczas
mechanizm TET-TDG-BER rozpatrywany byt wytacznie w kontekscie naprawy DNA, a nie jej
uszkadzania) prowadzony byt na komdrkach nerwowych, jednakze biorgc pod uwage
wystepowanie procesu TET-TDG-BER-aktywnej demetylacji powszechnie w catym ogranizmie
nalezy przyja¢, ze fenomen ten wystepuje réwniez w komodrkach innych narzadéw. W
kontekscie wnioskdw ptyngcych z tej publikacji, a takze wynikéw badan przedstawionych w
niniejszej pracy otwarte pozostaje pytanie: Czy bardzo wysoka ekspresja mRNA TDG w grupie
pacjentéw z AML jest wyrazem aktywnej naprawy gteboko zaburzonego, poddanego znacznej
metylacji epigenomu, czy wrecz przeciwnie, defekt DNA prowadzacy do nowotworzenia jest

efektem zwiekszonej aktywnosci TDG?
Ryzyko transformacji MDS do AML

W pracy przesledzono losy pacjentow z zespotami mielodysplastycznymi i szukano
ewentualnego wptywu wyjsciowych poziomoéw produktéw demetylacji oraz mutacji
genetycznych na ryzyko transformacji do ostrej biataczki szpikowej. Sposréd czterdziestu
dwdch pacjentéw z MDS dla ktérych uzyskano petne dane u siedmiu doszto do transformac;ji

w ostrg biataczke szpikowa. Wykazano, ze poziom leukocytarnej 5-mdC w momencie diagnozy
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byt istotnie statystycznie nizszy w grupie pacjentéw, u ktérych doszto do transformacji (ryc.
21, tab. 23). Dodatkowo dla warto$ci 5-mdC w leukocytach wykonano krzywg ROC, ktérej
analiza potwierdzita, ze pochodna ta poprawnie klasyfikuje grupe pacjentow z MDS na
pacjentéw o wysokim i niskim ryzyku transformacji do AML (ryc. 22). Dla wszystkich
pozostatych produktdw aktywnej demetylacji oraz mutacji genetycznych nie znaleziono réznic
istotnych statystycznie. Nalezy jednak wyraZnie zaznaczyé, ze pacjenci wigczeni do tej analizy
mieli rozne stadia R-IPSS oraz byli leczeni w rézny sposdb, co najpewniej rowniez miato wptyw
na ryzyko transformacji. Wykonanie wielomianowej regresji logistycznej, ktdra udowodnitaby,
ze poziom 5-mdC w DNA jest niezaleznym czynnikiem ryzyka transformacji MDS do AML jest
niemozliwe z powodu zbyt matej grupy pacjentéw, u ktérych doszto do transformacji (n=7) i
wymaga powtdrzenia badania na wiekszej liczbie pacjentédw. Dalsze poszukiwanie zwigzku
pomiedzy zaburzeniami epigenetycznymi oraz transformacjg MDS do AML wydaje sie by¢
uzasadnione. Jednymi z najczesciej zmutowanych gendw w obu jednostkach chorobowych sg
bowiem te, odpowiedzialne za modyfikacje epigenetyczne [154]. Mutacja jednego z nich —
DNMT3A, zwigzana jest ze zwiekszonym ryzykiem transformacji MDS do AML [83]. Aktualnie
zaburzenia epigenetyczne nie znalazty miejsca w modelach prognostycznych dla zespotéw
mielodysplastycznych, a podstawowym narzedziem do oceny ryzyka ich transformacji do

ostrej biataczki szpikowej pozostaje opracowana w 2012 roku skala R-IPSS [46].
Odpowiedz na leczenie oraz dtugosé przezycia catkowitego

Poza wczesdniej cytowang publikacjg w czasopismie Blood, w ktérej udowodniono korelacje
pomiedzy wysokim globalnym poziomem 5-hmCyt w DNA i krotszym przezyciem catkowitym
pacjentéw z AML, prac poswieconych zwigzkom pomiedzy poziomami produktéw aktywnej
demetylacji a odsetkami remisji, dtugoscig przezycia lub przezycia wolnego od progresji jest
bardzo niewiele [103]. W jednej z nich wykazano brak zwigzku pomiedzy poziomem 5-hmCyt
w DNA, a odsetkiem odpowiedzi oraz diugoscig przezycia catkowitego w grupie pacjentéw z
AML [133]. Korelacji pomiedzy poziomem innych niz 5-hmCyt produktéow demetylacji w DNA,
a omawianymi parametrami nie wykonywano dotychczas wcale. Nie badano réwniez dotad
ewentualnego zwigzku pomiedzy stezeniem produktéw demetylacji w moczu, a odsetkami
odpowiedzi na leczenie oraz dtugoscig przezycia catkowitego w AML. Tym bardziej uznano za
zasadne wykonanie takich analiz. Ze wzgledu na réznice w stosowanej terapii w niniejszej

pracy analizie tej poddano wytgcznie grupe pacjentéw z AML leczonych chemioterapia
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intensywng wedtug schematu ,,3+7”, omdéwionego we wstepie do pracy. Podobnie jak w
ostatnio cytowanej publikacji, nie wykazano Zzadnego wptywu wyjsciowych poziomoéw
produktéw demetylacji w DNA oraz w moczu na odsetek remisji catkowitych (CR, ang.
complete remission), tab. 24. Wykazano jednak z wysokg znamiennoscig statystyczng, ze
pacjenci z wysokim wyjsciowym stezeniem 5-mdC w moczu majg znacznie krétszg mediane
przezycia catkowitego (mOS), ryc. 24. Jest to wniosek o tyle zaskakujacy, gdyz jednoczesnie
nie wykazano by parametr ten (5-mdC) miat wptyw na uzyskanie catkowitej remisji. Nalezy
zaznaczy¢ wiec, ze analiza ta jest obarczona ograniczeniem: uwzglednienie w
wieloczynnikowej analizie wariancji wyjsciowego kariotypu oraz statusu transplantacji
komodrek macierzystych nie byto mozliwe ze wzgledu na niskg licznosé grup. Dlatego w pracy
wykonano szczegétowa analize grupy pacjentéw z AML leczonych chemioterapig intensywna
dla ktérych dostepny byt pomiar 5-mdC (tab. 25 i tab. 26.). Wykorzystujgc model regresji Coxa
wykazano, ze w grupie tej przeszczep allogeniczny komdrek macierzystych znacznie zwiekszat
prawdopodobienstwo przezycia przynajmniej 12-miesiecznego (tab. 26.). W zwigzku z tym
mimo udowodnienia w analizie jednoczynnikowej znaczenia wartosci 5-mdC w moczu dla
dtugosci przezycia catkowitego, by¢ moze czynnik ten stracitby znaczenie w duzej analizie
wieloczynnikowej. Interesujgce zatem byloby powtdrzenie badania na wiekszej grupie

pacjentéw.

W odniesieniu za$ do wptywu czynnikdw epigenetycznych na dtugosc przezycia pacjentéw z
zespotami mielodysplastycznymi z danych literaturowych wykazano natomiast, ze zwiekszona
metylacja DNA jest zwigzana z krétszym przezyciem catkowitym [155]. W pracy tej,
opublikowanej na tamach Journal of Clinical Oncology udowodniono, ze parametr ten byt
niezalezny prognostycznie od wieku, ptci oraz kategorii IPSS. W niniejszej pracy ze wzgledu na
znaczng heterogennos¢ grupy pacjentow z MDS wigczonej do badania oraz réznicami w
zastosowanym leczeniu, i w zwigzku z tym braku odpowiedniej mocy statystycznej, podobnych

analiz nie wykonywano.
Mutacje genowe zaangazowane W procesy epigenetyczne

W niniejszej pracy u 3,23% pacjentéw z AML zidentyfikowano mutacje heterozygotyczng R132
genu IDH1. Odsetek ten jest podobny do znanego z literatury, gdzie mutacje IDH1 opisuje sie
u 6,6-7,6% pacjentow z AML i niemal wyfgcznie dotyczg one witasnie kodonu 132 [156-158].

Mutacja ta powoduje zamiane guaniny na adenine w pozycji 395. nukleotydu, co skutkuje
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podmiang argininy na histydyne i w efekcie doprowadza do powstania onkometabolitu 2-
hydroksyglutaranu (2-HG), w miejsce alfa-ketoglutaranu. Powstajacy onkometabolit blokuje
dioksygenaze TET2 uniemozliwiajgc aktywng demetylacje 5-mCyt. Znaczenie mutacji IDH1
jako modyfikatora epigenetycznego zostato szeroko omoéwione w rozdziale , Wstep”. Jak
jednak wykazano w cytowanych wyzej publikacjach, mutacje w genie IDH1 nie majg znaczenia
prognostycznego u pacjentéw z AML. Tym bardziej interesujgce jest wiec doniesienie o
wptywie wysokiego stezenia 2-hydroksyglutaranu w osoczu krwi na krétsze przezycie
catkowite i przezycie wolne od zdarzen (ang. event-free survival) wykazane na duzej grupie

chinskich pacjentéw z AML bez zaburzen cytogenetycznych [159].

W pracy zidentyfikowano réowniez mutacje w obrebie genu IDH2 (R140 oraz R172) i dotyczyty
one 4,8% pacjentow z AML. Podobnie jak w przypadku /IDH1, odsetek ten byt zbiezny z danymi
literaturowymi, zgodnie z ktérymi mutacje IDH2 wystepujg u 3,8-12,1% pacjentéw z AML
[160]. Produkt genu IDH2 (dehydrogenaza izocytrynianowa mitochondrialna) wykazuje
identyczng aktywnos¢ enzymatyczng jak produkt IDH1, jednak jest zlokalizowany w matriks
mitochondrialnym, a mutacje R140 i R172 w jego obrebie zostaty opisane u pacjentéw po raz
pierwszy stosunkowo niedawno, bo w 2010 roku [99, 161]. Podobnie jak w przypadku mutacji
IDH1, mutacje w IDH2 nie majg znaczenia prognostycznego w grupie pacjentow z AML [160].
Dos¢ czeste wystepowanie mutacji IDH1 i IDH2 u pacjentéw z AML i jednoczes$nie brak
znaczenia prognostycznego tych mutacji moze sugerowac, ze ich efekt onkogenny zostaje

zniesiony przez stosowang terapie AML.

Odnotowany w pracy odsetek pacjentéw z mutacjami w genie TET2 byt mniejszy niz w
dostepnych danych literaturowych (por. tab. 6, roz. ,,Wstep”). Warto jednak odnotowac, ze
mutacje IDH1 oraz IDH2 wystepowaty wytgcznie u pacjentéw pozbawionych mutacji w genie
TET2 (ryc. 16). Ten fenomen byt opisywany juz wczesniej i ma swoje biochemiczne
uzasadnienie [101]. Mutacja w genie IDH1/2 poprzez produkcje onkometabolitu — 2-
hydroksyglutaranu, blokuje aktywno$é dioksygenazy TET2 i przez to hamuje aktywng
demetylacje 5-mCyt do 5-hmCyt, zas mutacja w genie TET2 blokuje oksydacje 5-mCyt do 5-
hmCyt w sposdb bezposredni, poprzez defekt genetyczny prowadzacy do braku wytworzenia
niezbednego enzymu — dioksygenazy TET2 [102]. Kazda z tych mutacji wywotuje zatem
doktadnie ten sam efekt koncowy, jest wobec siebie konkurencyjna i w zwigzku z tym nie

wystepuje jednoczasowo.
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W odniesieniu do wptywu mutacji TET2, IDH1 i IDH2 na dfugo$¢ zycia pacjentow z zespotami
mielodysplastycznymi wystepujg w literaturze liczne rozbieznosci. Wiekszos¢ publikacji
raportuje brak zwigzku pomiedzy mutacjami w genie TET2 a dtugoscig przezycia catkowitego
pacjentéw z MDS [42, 162, 163]. Czes¢ publikacji wskazuje réwniez na brak znaczenia
prognostycznego mutacji w genach IDH1 oraz IDH2 [42, 162]. Jednoczesnie duza analiza
wptywu mutacji epigenetycznych na przezycie pacjentdw z MDS opublikowana w czasopismie
Leukemia wykazata, ze mutacja IDH1, ale nie IDH2, jest silnym, niezaleznym czynnikiem
prognostycznym krétszego przezycia [164]. Do podobnych wnioskéw doszta grupa badaczy
niemieckich, ktérzy wskazali na krétsze przezycie oraz zwiekszone ryzyko transformacji do
AML wsrod pacjentdw z MDS obarczonych mutacjg IDH1 [165]. Niekorzystny wptyw mutacji
IDH1, ale nie IDH2 na dtugo$é¢ przezycia pacjentéw z MDS zostat potwierdzony w duzej

metaanalizie uwzgledniajgcej 1782 pacjentow [166].

Dodatkowo wykazano, ze pacjenci z MDS obarczeni mutacjami w genie TET2 majg wyzsze
ryzyko transformacji do ostrej biataczki szpikowej [162]. W niniejszej pracy u zadnego z pieciu

pacjentéw z MDS obarczonych mutacjg TET2 nie doszto do transformacji w AML.

Aktualnie zaden z trzech omawianych gendw nie znalazt miejsca ani w klasyfikacji ryzyka
cytogenetyczno-molekularnego ELN 2022 dla AML (tab. 2), ani w indeksie prognostycznym R-
IPSS dla MDS (tab. 3).
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Wiedza dotyczaca hipermetylacji DNA w ostrej biataczce szpikowej i zespotach
mielodysplastycznych doprowadzita do powszechnego wykorzystania w tych chorobach lekéw
demetylujgcych: azacytydyny i decytabiny (por. ,,Wstep”). Jak wiadomo, leki te powoduja
hipometylacje globalng DNA (dziatajg niespecyficznie w obrebie catego genomu) i w ten
sposdb niecelowanie naprawiajg uszkodzone (zmetylowane) fragmenty DNA, zapobiegajac
leukemogenezie. Badania dotyczgce zaburzen epigenetycznych w nowotworach wykazaty
jednak, ze cho¢ globalna hipermetylacja jest ich cechg charakterystyczng, to stopief metylacji
poszczegdlnych gendw w obrebie genomu jest bardzo zréznicowany i takze inny w zalezosci
od konkretnego nowotworu. Kazdy nowotwdr ma zatem inny profil metylacji poszczegélnych
genow, a wiec cechuje sie swoim unikatowym epigenomem, a leki demetylujgce nie dziataja
celowanie na zmetylowane geny, a jedynie nieselektywnie wyhamowujg proces metylacji w
obrebie catego genomu. W tabeli 28. zamieszczono przyktady zidentyfikowanych w ostatnich
latach unikatowych cech epigenetycznych dla wybranych nowotwordéw.

tab. 28. Przyktady :zidentyfikowanych unikatowych cech epigenetycznych wybranych
nowotworow

Nowotwor Unikatowe cechy metylomu Badanie
Kamiya T i wsp. Free Radic. Res. 2017,
Rak ptuca Deplecja 5-hmC w genie SOD3
51, 329-336.
Matthias W i wsp. Transl. Oncol.
Deplecja 5-hmC w genie LZTS1 2013, 6, 715-721.
Deplecja 5-hmC w regionie promotorowym Song S i wsp. Cell 2013, 154, 311-324.
Rak piersi miR200 Sun M i wsp. Proc. Natl. Acad. Sci.
Deplecja 5-hmC w genie HOXA USA 2013, 110, 9920-9925.
Wzrost 5-hmC w genie TNFA Wu M-Z i wsp. Cancer Res. 2015, 75,

3912-3924.

Deplecja 5-hmC w genach CA2, FMIN2, PDCD4,
. Chapman CG i wsp. Sci. Rep. 2015, 5.
PKIB i SLC26A2
Rak jelita grubego Kang KA i wsp. Cell Death Dis. 2014,
Wzrost 5-hmC w genach BMP7, NKD2, TESC i

5.
TGFBI
Wzrost 5-hmC w genach CEBPA, NFKB1, RARA, Shao J i wsp. Sci Rep. 2022
AML
SPI1, FLT3, KIT, KITLG, PI3K, CCNA1 20;12:12410.

Wiadomo wiec, ze globalny spadek 5-hmC (Swiadczagcy o hipermetylacji) jest

charakterystyczny dla nowotwordw, ale celem ich réznicowania konieczna jest identyfikacja
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specyficznych réznic w poziomie 5-hmCyt poszczegdlnych gendw (ang. ,locus-specific
epigenetic markers”). W zaleznosci od nowotworu poziom 5-hmCyt moze bowiem w
konkretny sposdb promowacé lub wycisza¢ geny odpowiedzialne za jego rozwdj. W zwigzku z
tym celem precyzyjnego odrdzniania poszczegdlnych nowotwordéw na podstawie zaburzen
epigenetycznych w ostatnich kilku latach opracowano techniki mapowania profiléw metylacji
wysp CpG catego genomu (tzw. metylomu, ang. methylome) charakterystycznych dla
poszczegdlnych typow nowotwordw. Mapowanie metylomdéw umozliwiajg narzedzia oparte o
metode enzymatyczng, przeciwciato anty-metylocytozyna oraz oparte na wodorosiarczynie,
przy czym najczesciej wykorzystywana jest ta ostatnia [167, 168]. Dzieki tym narzedziom od
kilku lat publikowane sg doniesienia dotyczace charakterystycznych dla konkretnych
nowotworéw metyloméw. W 2020 roku opublikowano prace, w ktérej ustalono metylomy
catych genomow z prébek krwi pacjentéw z AML (n=194), ALL (n=136) i zdrowych (n=754)
[169]. W pracy zidentyfikowano 4 wyspy CpG o unikatowym dla AML profilu metylacji oraz 7
wysp CpG o profilu metylacji unikatowym dla ALL. Na podstawie tych cech mozliwe byto trafne
postawienie diagnozy w grupie nowych pacjentéw z bardzo wysokg czutoscia i specyficznoscia
(AUC=0.9998 dla AML versus zdrowych kontroli oraz AUC=0.9995 dla ALL versus zdrowych
kontroli). Weczesniej podobnej metody uzyto do rozpoznawania raka
watrobowokomadrkowego tylko na podstawie metylomu krazgcego DNA (cf-DNA, cell-free
DNA) [170]. W tej wysoko cytowanej publikacji udowodniono, ze metylom DNA
wyizolowanego z hepatocytow raka watrobowokomoérkowego jest zbiezny z metylomem
uzyskanym z krazacego DNA i unikatowy dla tej choroby. Pozwolito to zatem stworzy¢
matoinwazyjng metode rozpoznawania raka watrobowokomérkowego z krwi obwodowe;j.
Ustalanie diagnozy na podstawie wytgcznie metylomu udato sie eksperymentalnie udowodnié

takze dla raka jelita grubego bez przerzutéw do watroby oraz dla raka ptuc [171-173].

W lipcu 2022 roku wykorzystano natomiast DNA krgzgcy do zmapowania metyloméw 103
pacjentéw z AML, a jako kontrole wykorzystano materiat pobrany od 81 zdrowych osdéb [174].
Znaleziono na tyle duze réznice w profilach metylacji pomiedzy badanymi grupami, ze
stworzono model réznicujgcy AML od zdrowych osdéb, cechujgcy sie wysokg czutoscig i
specyficznoscig. Udowodniono, ze w grupie pacjentéw z AML bogate w 5-hmCyt byty regiony
niekodujace genu, tj. sekwencje promotorowe, rejony 5’ niepodlegajace translacji (5" UTR,

ang. 5’ untranslated regions), rejony flankujgce TSS (ang. transcription start sites) oraz
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wzmacniacze transkrypcji (ang. gene enhancers). Ponadto wykazano szczegdlnie wysokie
poziomy 5-hmCyt w obrebie genéw odpowiedzialnych za regulacje cyklu komdérkowego,
proliferacji, apoptozy oraz hematopoezy (tab. 28.). Autorzy badania przewiduja, ze pomiar 5-

hmCyt z DNA krazgcego bedzie narzedziem pomocnym w diagnostyce AML.

Badanie catego metylomu, cho¢ technicznie mozliwe, jest jednak obecnie bardzo
czasochtonne i wymaga duzych naktadéow finansowych, dlatego nie jest jeszcze
wykorzystywane rutynowo w praktyce klinicznej. Biorgc pod uwage, ze metoda ta jest
minimalnie inwazyjna i, jak udowodniono w wyzej cytowanych publikacjach, z wysoka
czutoscia i specyficznoscig pozwala na rozpoznanie wybranych nowotwordw, narzedzie to daje
nadzieje na matoinwazyjng diagnostyke nowotworéw w przysztosci. Ze wzgledu na ptynna,
ustalong arbitralnie granice diagnostyczng pomiedzy zespotami mielodysplastycznymi i ostrg
biataczkg szpikowa, w przypadku tych choréb takie pomocnicze narzedzie potwierdzajace
diagnoze bytoby szczegdlnie cenne. Diagnozowanie tych chordb za pomoca aspiracji szpiku

kostnego oraz trepanobiops;ji jak aktualnie nie zawsze daje prawidtowe rozpoznanie [175].

Identyfikacja specyficznych dla konkretnych nowotworéw metyloméw bedzie miata
prawdopodobnie réwniez konsekwencje w poszukiwaniu lekéw dziatajgcych poprzez
mechanizmy epigenetyczne. Leki demetylujgce nieselektywnie (jak wspomniane azacytydyna
oraz decytabina) powinny zostaé wyparte przez terapie umozliwiajgce demetylacje celowang
poszczegblnych  zmetylowanych locus zidentyfikowanych jako prowadzace do

leukemogenezy.
Podsumowanie

Prawidtowy rozwdj kazdej komérki organizmu uwarunkowany jest nie tylko poprzez kod
genetyczny wptywajacy na jej fenotyp, dostarczanie jej wymaganych substratéw do budulca
oraz odpowiednie warunki fizykochemiczne, ale réwniez poprzez konkretne wzorce metylacji
DNA, ktére modulujg funkcje gendw regulujgc ich ekspresje. Jak wspominano w niniejszej
pracy wielokrotnie, powszechnym u eukariontéw i podstawowym modyfikatorem
epigenetycznym jest proces metylacji wysp CpG, bez ktérego rdznicowanie komodrek jest
niemozliwe. Nadmierna metylacja wysp CpG jest zas zaburzeniem typowym dla procesow
nowotworowych, w tym, jak wykazano w niniejszej pracy — rowniez ostrej biataczki szpikowej

i zespotow mielodysplastycznych. Jak udowodniono i réwniez szeroko opisano we wstepie do
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pracy, hipermetylacja bedaca konsekwencjg zaburzen epigenetycznych prowadzi do
leukemogenezy. Organizm wytworzyt jednak zaawansowany system naprawczy, ktérego
zadaniem jest wycinanie z DNA zmetylowanych czgsteczek cytozyny poprzez jej uprzednia
oksydacje. System ten okreslono mianem TET-TDG-BER-zaleznej aktywnej demetylacji DNA.
Poniewaz zidentyfikowano dotgd szereg czynnikdw odpowiedzialnych za hipermetylacje
uznano za zasadne wykonanie ich analiz, a takze elementéw systemu naprawczego i zaleznosci
pomiedzy nimi. Wykazano, ze jednym z czynnikdw prowadzgcych do hipermetylacji mogg by¢
mutacje gendéw TET2, IDH1 oraz IDH2, ktdre uposledzajg proces TET-TDG-BER-zaleznej
aktywnej demetylacji DNA poprzez defekt enzymu przeprowadzajgcego reakcje oksydacji 5-
mdC do 5-hmdC lub poprzez wytworzenie btednego substratu dla przeprowadzanej reakg;ji.
Okreslono czestos¢ wystepowania mutacji wymienionych genéw u pacjentéw z AML oraz
MDS. Wykazano gteboka deplecje ekspresji mRNA genu TET2 w grupie pacjentéw z AML oraz
znaleziono dowdd potwierdzajgcy mechanizm kompensujacy zaburzenie ekspresji mMRNA TET2
(poprzez nadekspresje TET1 i TET3). Poprzez wykazanie znacznie wyzszych mian produktéw
aktywnej demetylacji DNA w moczu w grupie pacjentéw z AML i MDS w stosunku do grupy
kontrolnej udowodniono, ze zaburzenia epigenetyczne sg znacznie bardziej nasilone w AML
oraz MDS niz w grupie kontrolnej. Analiza ekspresji mMRNA genu TDG odpowiedzialnego za
aktywne usuwanie 5-fCyt i 5-caCyt z DNA potwierdzita, ze proces aktywnej naprawy DNA jest
najbardziej aktywny u pacjentow z ostrg biataczka szpikowa. tacznie wyniki przedstawione w
pracy dostarczyly dowoddw wspierajgcych hipoteze, Ze zaburzenia epigenetyczne s3g

podwaling dla procesu leukemogenezy.
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6. Whnioski

1. Wykazano obnizenie poziomu 5-hmdC w DNA leukocytarnym pacjentéw z AML wzgledem

grupy kontrolnej oraz pacjentéw z MDS wzgledem grupy kontrolne;j.

2. Stwierdzono réznice w stezeniach produktéw aktywnej demetylacji w moczu: najwyzsze
stezenia u pacjentow z AML, posrednie u pacjentéw z MDS oraz najnizsze w grupie kontrolne;j.
Wykazano przez to réznice w nasileniu zaburzen epigenomu w tych grupach: najwieksze wsréd

pacjentéw z AML, posrednie wsrdd pacjentéw z MDS oraz najnizsze w grupie oséb zdrowych.

3. Wykazano zwiekszong ekspresje mRNA TET1 oraz TET3 w grupie pacjentow z AML
wzgledem grupy kontrolnej, co przy stwierdzonym jednoczesnie spadku ekspresji TET2
wspiera hipoteze zaktadajgcg kompensacyjng funkcje gendw TET1 oraz TET3 w odpowiedzi na
deplecje TET2. Dodatkowo w grupie pacjentdw z AML wykazano znacznie wyzszg ekspresje
MRNA genu TDG w stosunku do oséb zdrowych, co odzwierciedla znaczne nasilenie proceséw
naprawczych zaburzen metylacji przez TET-TDG-BER-zalezng aktywng demetylacje DNA w
grupie chorych na AML.

4. Okres$lono czestos¢ wystepowania mutacji w genach TET2, IDH1 oraz IDH2 w populacji

pacjentéw z AML oraz MDS, zbiezng z danymi literaturowymi.

5. Wykazano, ze poziomy produktéw aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym oraz
stezenia tych produktéw w moczu pacjentéw z AML nie majg wptywu na odpowiedZ na
leczenie chemioterapig intensywng. Pacjenci z MDS, u ktdrych doszto do transformacji do AML
mieli nizszy wyjsciowy poziom 5-mdC w DNA leukocytarnym niz pacjenci, u ktérych nie doszto
do transformacji. Wykazano, ze pacjenci z AML z niskim wyjsciowym stezeniem 5-mdC w

moczu mieli dtuzsze przezycie catkowite, niz pacjenci z wysokim stezeniem 5-mdC.
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7. Streszczenie

WSTEP

Za rozwdj ostrej biataczki szpikowej i zespotdw mielodysplastycznych odpowiedzialne jest
nabywanie przez komoérki somatycznych mutacji genetycznych, ktére zaburzajg procesy
dojrzewania i apoptozy hematopoetycznych komérek macierzystych. W leukemogenezie
kluczowe znaczenie majg réwniez czynniki epigenetyczne, a jednym z podstawowych jest
zaburzenie metylacji wysp CpG. Mechanizmem naprawczym dla zaburzonego procesu
metylacji jest TET-TDG-BER-zalezna demetylacja DNA, ktérej aktywnos$é prowadzi do usuwania
z DNA i wydalenia do moczu zdemetylowanych pochodnych 5-metylocytozyny, w czym

kluczowa role odgrywa dioksygenaza TET2 oraz glikozylaza TDG.
CELE BADANIA

Celem badania jest ocena proceséw epigenetycznych u pacjentéw dorostych z AML oraz MDS,
w tym analiza poziomoéw produktéw aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym oraz stezen
tych produktdw w moczu w porédwnaniu do grupy kontrolnej, analiza ekspresji mRNA gendéw
zaangazowanych w procesy epigenetyczne i ich wptyw na szlak TET-TDG-BER-aktywnej
demetylacji DNA oraz ocena czestosci wystepowania mutacji gendéw epigenetycznych.
Zaplanowano réwniez ocene wptywu wyjsciowych poziomow produktéw demetylacji w DNA
leukocytarnym oraz stezen tych produktéw w moczu na dane kliniczne: ryzyko transformacji

MDS do AML, odpowiedzZ na chemioterapie indukujgcg oraz dtugos$é zycia pacjentéw z AML.
MATERIALY | METODY

Do badania wigczono 62 pacjentdw z nieleczonym AML oraz 42 pacjentéw z nieleczonym MDS.
U wszystkich pacjentéw oznaczano wartosci produktow aktywnej demetylacji w DNA
leukocytarnym oraz w moczu, a do analiz wykorzystano dedykowang metodologie opartg o
dwuwymiarowg ultrasprawng chromatografie cieczowg z tandemowg spektrometrig mas (2D
UPLC-MS/MS). Wykonano takze pomiary ekspresji mRNA gendw TET1, TET2, TET3, TDG, IDH1
oraz IDH2. Uzyskane wyniki porownywano do grupy kontrolnej (n=52). U wszystkich

pacjentéw oznaczono réwniez status mutacji genéw TET2, IDH1 oraz IDH2.

WYNIKI

Wykazano obnizenie poziomu 5-hmdC w DNA leukocytarnym pacjentéw z AML wzgledem
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grupy kontrolnej oraz pacjentow z MDS wzgledem grupy kontrolnej. Najwyzsze stezenia
produktéw aktywnej demetylacji w moczu odnotowano u pacjentéw z AML, posrednie u
pacjentéw z MDS, a najnizsze w grupie kontrolnej. W grupie pacjentow z AML wykazano nizszg
niz w grupie kontrolnej ekspresje mRNA TET2 i jednoczesnie wyzszg ekspresje mRNA TET1,
TET3, TDG oraz IDH1/2. Stwierdzono obecnos$¢ mutacji genetycznych u pacjentéw z AML i
MDS: IDH1 odpowiednio u 3,23% i 2,4% pacjentéow, TET2 odpowiednio u 6,5% i 11,9%
pacjentdéw oraz IDH2 u 4,8% pacjentéw z AML. Nie wykazano zwigzku pomiedzy wartosciami
produktéw demetylacji a odsetkiem odpowiedzi na chemioterapie intensywng u pacjentow z
AML. Pacjenci z MDS, u ktérych doszto do transformacji do AML mieli nizszy wyjsciowy poziom
5-mdC w DNA leukocytarnym niz pacjenci, u ktérych nie doszto do transformacji. Pacjenci z
AML z niskim wyjsciowym stezeniem 5-mdC w moczu mieli diuzsze przezycie catkowite, niz

pacjenci z wysokim stezeniem 5-mdC.
WNIOSKI

Wykazano, ze hipermetylacja wyrazona poprzez deplecje 5-hmdC jest cecha
charakterystyczng AML oraz MDS. Dostarczono dowoddéw na to, ze jedng z jej przyczyn moze
by¢ obnizenie ekspresji mRNA genu TET2. Poprzez analize stezen produktéw demetylacji
trafiajgcych do moczu wykazano réznice w nasileniu zaburzen epigenomu w badanych
grupach: najwieksze wsréd pacjentéw z AML, posrednie wsréd pacjentdw z MDS oraz
najnizsze w grupie osdb zdrowych. Poprzez wykazanie zwiekszonej ekspresji mRNA TDG w
grupie chorych na AML potwierdzono znaczne nasilenie procesdw naprawczych zaburzen
metylacji przez TET-TDG-BER-zalezng aktywng demetylacje DNA. Dodatkowo dostarczono
dowodéw wspierajgcych hipoteze zaktadajgcg kompensacyjng funkcje gendw TET1 oraz TET3
w odpowiedzi na deplecje TET2 oraz ustalono czesto$¢ wystepowania mutacji
epigenetycznych w populacji pacjentéw z AML i MDS. Wyjsciowa warto$é produktéw aktywne;j
demetylacji w DNA i w moczu nie miata wptywu na powodzenie chemioterapii indukujgcej u
pacjentéw z AML. Wyjsciowy poziom 5-mdC w DNA leukocytarnym u pacjentéw z MDS moze
mie¢ wartos$¢ prognostyczng w ocenie ryzyka transformacji do AML, a stezenie 5-mdC w moczu
moze wptywac na dtugosc przezycia catkowitego pacjentéw z AML, jednak wnioski te powinny

zostac potwierdzone na wiekszej grupie pacjentow w analizie wieloczynnikowe;j.
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8. Summary

INTRODUCTION

Development of acute myeloid leukemia and myelodysplastic syndromes is mediated by the
somatic mutations that disrupt the processes of maturation and apoptosis of hematopoietic
stem cells. Epigenetic factors are also crucial in leukemogenesis, and disruption of CpG island
methylation is one of the most important ones. The repair mechanism for the impaired
methylation process is TET-TDG-BER-dependent DNA demethylation, the activity of which
leads to the removal of demethylated 5-methylcytosine derivatives from DNA and their

elimination with urine, in which TET2 dioxygenase and TDG glycosylase play a key role.
OBJECTIVES OF THE STUDY

The aim of the study is to evaluate epigenetic processes in adult patients with AML and MDS,
including analysis of levels of active demethylation products in leukocyte DNA and
concentrations of these products in urine compared to the control group, analysis of mRNA
expression of genes involved in epigenetic processes and their impact on the TET-TDG-BER-
active DNA demethylation pathway, and assessment of the prevalence of epigenetic gene
mutations. Assessment of the impact of baseline levels of demethylation products in
leukocyte DNA and concentrations of these products in urine on clinical data: the risk of
transformation of MDS to AML, response to induction chemotherapy and overall survival of

AML patients, were also planned.
MATERIALS AND METHODS

62 patients with untreated AML and 42 patients with untreated MDS were included in the
study. Values of active demethylation products in leukocyte DNA and urine were determined
in all patients, and dedicated methodology based on two-dimensional ultraperformance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (2D UPLC-MS/MS) was used for analysis. The
mMRNA expression of TET1, TET2, TET3, TDG, IDH1 and IDH2 genes was also measured. Results
were compared to the control group (n=52). The mutation status of the TET2, IDH1 and IDH2

genes was also determined in all patients.

RESULTS

There was a reduction in the level of 5-hmdC in the leukocyte DNA of AML patients relative to
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the control group, and of MDS patients relative to the control group. The highest levels of
active demethylation products in urine were observed in AML patients, intermediate levels in
MDS patients, and the lowest levels in the control group. AML patients showed lower
expression of TET2 mRNA than in the control group, and at the same time a higher expression
of TET1, TET3, TDG and IDH1/2 mRNA. Genetic mutations were found in AML and MDS
patients: IDH1 in 3.23% and 2.4% of patients, respectively, TET2 in 6.5% and 11.9% of patients,
respectively, and IDH2 in 4.8% of AML patients. There was no correlation between the values
of demethylation products and the response rate to intensive chemotherapy in patients with
AML. Patients with MDS who transformed to AML had lower baseline 5-mdC levels in
leukocyte DNA than patients who did not transform. AML patients with low baseline urinary

5-mdC levels had longer overall survival than patients with high 5-mdC levels.
CONCLUSIONS

Hypermethylation expressed by 5-hmdC depletion has been shown to be a hallmark of AML
and MDS. Evidence was provided that one of its causes may be a decrease in mRNA expression
of the TET2 gene. By analyzing concentrations of demethylation products entering urine,
differences in the severity of epigenome disruption in the study groups were demonstrated:
the highest among AML patients, intermediate among MDS patients, and the lowest among
healthy subjects. By demonstrating increased TDG mRNA expression in the AML patient group,
a significant enhancement of methylation disorder repair processes by TET-TDG-BER-
dependent active DNA demethylation was confirmed. In addition, evidence was provided to
support the hypothesis assuming a compensatory function of TET1 and TET3 genes in
response to TET2 depletion, and the frequency of epigenetic mutations in the AML and MDS
patient population was measured. The baseline value of active demethylation products in DNA
and urine had no effect on the success of induction chemotherapy in AML patients. The
baseline level of 5-mdC in leukocyte DNA in MDS patients may have prognostic value in
assessing the risk of transformation to AML, and urinary levels of 5-mdC may affect the length
of overall survival of AML patients, but these conclusions should be confirmed on a larger

group of patients in a multivariate analysis.
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10. Zataczniki

10.1 Wykaz stosowanych skrotow

2D-UPLC-MS/MS - ultrasprawna chromatografia cieczowa z tandemowg detekcjg mas
2HG - 2-hydroksyglutaran

20G - 2-oksyglutaran, alfa-ketoglutaran

3+7 - chemioterapia skojarzona daunorubicyna + cytarabina

5" UTR - rejony 5’ niepodlegajgce translacji, ang. 5’ untranslated regions

5-azaC - 5-azacytydyna

5-caC/5-caCyt - 5-karboksycytozyna

5-cadC/5-cadCyt - 5-karboksydeoksycytozyna

5-fC/5-fCyt - 5-formylocytozyna

5-fdC/5-fdCyt - 5-formylodeoksycytozyna

5-hmC/5-hmCyt - 5-hydroksymetylocytozyna

5-hmdC/5-hmdCyt - 5-hydroksymetylodeoksycytozyna

5-hmdU/5-hmdUra - 5-hydroksymetylodeoksyuracyl

5-hmUra/5-hmU - 5-hydroksymetylouracyl

5-mC/5-mCyt - 5-metylocytozyna

5-mdC/5-mdCyt - 5-metylodeoksycytozyna

AID - gen kodujgcy deaminaze cytozyny

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna, ang. acute lymphoblastic leukemia

alloHSCT - przeszczep allogeniczny komdrek macierzystych, ang. allogeneic hematopoietic
stem cell transplant

AML — ostra biataczka szpikowa, ang. acute myeloid leukemia

AML-MRC — ostra biataczka szpikowa ze zmianami zaleznymi od mielodysplazji, ang.
myelodysplasia related changes AML

APL - ostra biataczka promielocytowa, ang. acute promyelocytic leukemia

APOBEC - rodzina biatek odpowiedzialnych za deaminacje cytydyny

Ara-C - arabinozyd cytozyny, cytarabina

Ara-CTP - tréjfosforan arabinozydu cytozyny

ASXL1 — gen kodujacy biatko ASXL1, ang. additional sex comb like 1

AUC - obszar pod krzywa, ang. area under curve
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autoHSCT - przeszczep autologiczny komérek macierzystych, ang. autologous hematopoietic
stem cell transplant

BAX - biatko proapoptotyczne BAX

bcl2 - grupa biatek antyapoptotycznych

BCOR — gen kodujacy korepresor biatka BCL6 ang. BCL6 Corepressor

BCR::ABL1 — Gen fuzyjny powstaty w wyniku translokacji t(9;22) i kodujacy kinaze
tyrozynowg

BER - naprawa przez wycinanie zasady, ang. Base Excision Repair

BIM - biatko proapoptotyczne BIM

BSC - najlepsza terapia wspomagajaca, ang. Best Supportive Care

CBFB::MYH11 — gen fuzyjny powstaty w wyniku inwersji chromosomu 16.

cDNA - komplementarny DNA, ang. complementary DNA

cf-DNA - DNA krazacy, ang. cell-free DNA

CMML - przewlekta biataczka mielomonocytowa, ang. chronic myelomonocytic leukemia
CN-AML - AML z prawidtowym kariotypem, ang. cytogenetically-normal AML

CpG - dinukleotyd cytozyna-guanina

CPX-351 - liposomalny koniugat daunorubicyny z cytarabing

CR - remisja catkowita, ang. complete remission

DDX41 — gen kodujgcy enzym — helikaze RNA DDX41

DEK::NUP214 — gen fuzyjny powstaty w wyniku translokac;ji t(6;9)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy, ang. deoxyribonucleic acid

DNMT3A — gen kodujgcy metylotransferaze DNMT3A

EFS - czas wolny od zdarzen, ang. event-free survival

ELN - Europejska Sie¢ Biataczek, ang. European LeukemiaNET

EMA - Europejska Agencja Lekdw, ang. European Medicines Agency

EPO - erytropoetyna, ang. erythropoietin

ESMO - Europejskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej, ang. European Society for Medical
Oncology

EZH2 — gen kodujgcy metylotransferaze histonowa, ang. enhancer of zeste homolog 2
FDA - Agencja Zywnosci i Lekéw, ang. Food and Drug Administration

FISH — fluorescencyjna hydrydyzacja in situ, ang. fluorescence in situ hybridization

FLT3 — gen kodujacy kinaze tyrozynowa FLT3, ang. fms-like tyrosine kinase 3
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GATAZ2 — czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za regulacje gendéw

G-CSF - czynnik wzrostu kolonii granulocytarnej, ang. granulocyte colony stimulating factor
HDAC - deacetylaza histonowa, ang. histone deacetylase

Hela - linia komérkowa wywodzgca sie z komérek raka szyjki macicy (od nazwiska Henrietty
Lacks)

HiDAC - wysokodawkowana cytarabina, ang. high dose Ara-C

HSC - komédrka hematopoetyczna pnia, ang. hematopoietic stem cell

IARC — Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem, ang. International Agency for Research
on Cancer

ICC — klasyfikacja nowotwordéw ICC, ang. International Consensus Classification

IDH1 — gen kodujacy dehydrogenaze izocytrynianowg 1.

IDH2 - gen kodujacy dehydrogenaze izocytrynianowg 2. (mitochondrialng)

IPSS-R - zrewidowany miedzynarodowy system prognostyczny, ang. Revised International
Prognostic Scoring System

KAT6A::CREBBP — gen fuzyjny wywotany translokacjg t(8;16)

KMT2A — gen kodujgcy metylotransferaze histonowg

KON - grupa kontrolna

LD-AraC - niskodawkowa cytarabina, ang. Low Dose Ara-C

LOH - utrata heterozygotycznosci, ang. loss of heterozygosity

LSK - wczesne formy krwiotwérczych komérek macierzystych w modelach mysich

MBD4 - biatko wigzace sie z zmetylowanym dinukleotydem CpG, ang. methyl-CpG-binding
domain protein 4

MDS — zespot mielodysplastyczny, ang. myelodysplastic syndrome

MDS RA - MDS z oporng niedokrwistoscia, ang. MDS refractory anemia

MDS RARS - MDS z niedokrwistoscig z obragczkowanymi syderoblastami, ang. MDS ringed
sideroblasts

MDS RCMD - MDS z oporng cytopenia z wieloliniowg dysplazjg, ang. MDS refractory
cytopenia with multilineage dysplasia

MDS-EB - zespét mielodysplastyczny z nadmiarem blastéw, ang. MDS - Excess Blasts
MDS-IB - zespdt mielodysplastyczny ze zwiekszonym odsetkiem blastéw, ang. MDS Increased
Blasts

MDS-U - MDS niesklasyfikowany, ang. MDS unclassified
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MECOM(EVI1) — gen kodujacy biatko MECOM, ang. MDS1 and EVI1 complex locus protein
Evil

mMiRNA - mikroRNA

MLLT3::KMT2A — gen fuzyjny powstaty w wyniku translokacji t(9;11)

mOS - mediana czasu catkowitego przezycia, ang. median overall survival

MPN — zespdt mieloproliferacyjny, ang. myeloproliferative neoplasm

MRD - mierzalna choroba resztkowa, ang. measurable residual disease

MRNA - matrycowy RNA, ang. messenger RNA

MUutTET2 - forma zmutowana genu TET2

NGS — sekwencjonowanie nastepnej generacji, ang. next generation sequencing

NOS - inaczej niesklasyfikowany, ang. not otherwise specified

NPM1 — gen kodujacy nukleofosmine 1.

OS - przezycie catkowite, ang. overall survival

p — znamiennos¢ statystyczna

PCR — reakcja taricuchowa polimerazy, ang. polymerase chain reaction

PML::RARA — gen fuzyjny powstaty w wyniku translokacji t(15;17)

RNA - kwas rybonukleinowy, ang. ribonucleic acid

RT-qPCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym, ang. real-time quantitative
polymerase chain reaction

RUNX1 — gen kodujgcy czynnik transkrypcyjny regulujacy réznicowanie komérki macierzystej,
ang. Runt-related transcription factor 1

RUNX1::RUNX1T1 — gen fuzyjny powstaty w wyniku translokacji t(8;21)

SAML - AML wtérny do zespotéw mieloproliferacyjnych, ang. secondary AML

SF3B1 — gen kodujacy biatko SF3B1, ang. Splicing factor 3B subunit 1

shRNA - RNA o krotkiej spince do wtoséw, ang. small-hairpin RNA

SMUGL1 - glikozylaza usuwajgca uracyl z pojedynczej nici DNA, ang. single-strand selective
monofunctional uracil DNA glycosylase

SRSF2 — gen kodujacy biatko odpowiedzialne za splicing, ang. Splicing factor, arginine/serine-
rich 2

STAG2 - gen kodujgcy biatko STAG2, ang. Cohesin subunit SA-2

tAML — AML zalezny od terapii, ang. therapy related AML

TBE - bufor sktadajacy sie z tris, kwasu borowego i EDTA
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TDG — gen kodujacy enzym glikozylaze TDG, ang. Thymine-DNA Glycosylase

TET1 — gen kodujacy biatko TET1, ang. ten eleven translocation protein 1

TET2 - gen kodujacy biatko TET2, ang. ten eleven translocation protein 2

TET3 - gen kodujacy biatko TET3, ang. ten eleven translocation protein 3

TP53 — gen kodujacy biatko p53 — czynnik transkrypcyjny petnigcy funkcje supresora
TSS - rejony flankujace, ang. transcription start sites

U2AF1 — gen kodujacy biatko odpowiedzialne za splicing, ang. Splicing factor U2AF 35 kDa
subunit

UMK - Uniwersytet Mikotfaja Kopernika

UNG - glikozylaza uracyl-DNA

VAF - czestos¢ alleli, ang. Variant Allele Frequency

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia, ang. World Health Organization

Whnt - szlak sygnalizacyjny Wnt, ang. Wnt singaling pathway

WETET2 - forma wild-type genu TET2

ZRSR2 — gen kodujacy biatko odpowiedzialne za splicing, ang. U2 small nuclear

ribonucleoprotein auxiliary factor 35 kDa subunit-related protein 2

10.2 Zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika przy Collegium Medicum

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

KB 404/2016 Bydgoszcz, 24.05.2016r.

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 pézniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegolowych zasad powotywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych
(Dz.U.Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pézn. zm. w sprawic
powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnic z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(sktad podano w zalgczeniu), na posiedzeniu w dniu 24.05.2016r. przeanalizowala wniosek,
ktory ztozyli kierownicy badania:

dr hab. n. med. Daniel Gackowski

Katedra Biochemii Klinicznej

Pracownia Metabolomiki i Markeréw Nowotworowych
Collegium Medicum w Bydgoszczy

prof. dr hab. med. Jan Styczynski

Pracownia Onkologii Klinicznej i Eksperymentalnej
Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii
Szpital Uniwersytecki nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza

dr hab. n. med. Jaroslaw Czyz
Klinika Hematologii
Szpital Uniwersytecki nr 2 im. dr Jana Biziela

dr n. med. Grzegorz Charlinski
Oddzial Hematologii
Specjalistyczny Szpital Miejski
im. M. Kopernika w Toruniu

z zespolem w sktadzie:

- prof. dr hab. Ryszard Olinski, prof. dr. hab. Jan Styczynski,
dr hab. n. med. Daniel Gackowski, dr hab. n. med. Jaroslaw Czyz, dr hab. Sylwia
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 D¢bski, dr n. med. Elzbieta Grzesk,
dr n. med. Aldona Katarzyna Jankowska, dr n. med. Anna Krenska,
dr n. med. Monika Pogorzala, Agnieszka Jatczak-Gaca, dr n. med. Monika Richert-
Przygondska, dr n. med. Andrzej Koltan, dr n. med. Barbara Tejza,
lek. Natalia Bartoszewicz, lek. Anna Dabrowska, lek. Ewa Demidowicz,
dr n.med. Grazyna Gadomska, dr n. med. Lidia Gackowska, dr n.med. Izabcla
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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Iek. Dominik Chraniuk, lek. Justyna Gajkowska Kulik, lek. Maria Czyzewska,
lek. Marcin Rymko, lek. Weronika Piszezek, lek. Magdalena Szczepanska,
lek. Dominika Wi$niewska-Organek, lek. Elzbieta Wyrowinska, mgr Beata Sikorska,
mgr Martyna Modrzejewska, mgr Marta Starczak, mgr Kinga Gutowska, mgr Macicj
Gawronski, uezestnicy studiéw doktoranckich, magistranci, stypendysci projektu,

w sprawie badania:

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

Po zapoznaniu si¢ zc zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjeta

Uchwale¢ o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
w sprawie przeprowadzenia badan, w zakresie okreslonym we wniosku pod warunkiem:

e poinformowania uczestnikéw badania w tym réwniez uczestnikow stanowigcych grupe kontrolna, o celu
oraz. zakresic badan i uzyskania od nich, lub w przypadku oséb maloletnich, ich rodzicéw/opiekunéw
prawnych osobnej, pisemnej, $wiadomej zgody na udzial w badaniu, zgodnie z obowiazujacymi przepisami,
datowanej najpozniej na moment rozpocz¢cia badania a nic wezesniej niz data uzyskania z Komisji
Bioetycznej zgody na takie badanie;

o UWAGA! W przypadku maloletnich, ktérzy ukonczyli 16 lat zycia oraz miodszych maloletnich, ktérzy sa
w stanic z rozeznaniem wypowiedzie¢ sig, co do swojego udziatu w badaniu obowiazuje réwniez
konieczno$¢ uzyskania zgody od tych maloletnich;

*  zapewnienia, Zze osoby uczestniczace w cksperymencie badawczym nie sa ubezwlasnowolnione, nie sa
zofnierzami stuzby zasadniczej, nie sa osobami pozbawionymi wolnosci, nie pozostaja w zaleznosci
stuzbowej, dydaktycznej lub innej z prowadzacym badanie;

e UWAGA! Uczestnicy badania stanowiacy grupe kontrolna nie moga by¢ rekrutowani sposréd studentow lub
pracownikow Collegium Medicum w Bydgoszczy.

e zachowania tajemmicy wszystkich danych, w tym danych osobowych pacjentéw, umozliwiajacych ich
identyfikacje w ewentualnych publikacjach;

e sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacja o badaniu, lub sporzadzenie formularza
informacji i $wiadomej zgody na udzial w badaniu na jednej kartce.

Jednoczesnie informujemy, iz ,,Zgoda na udzial w badaniu” winna zawiera¢ m.in.: imi¢ i nazwisko badanej

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

klauzule, ze uczestnik badania wyraza zgode na przetwarzanie danych osobowych dotyczacych realizacji tematu

badawczego, z wyjatkiem publikacji danych osobowych.

Kierownik badania zobowiazany jest do przechowywania wszystkich dokumentéw dotyczacych badania przez

okres dwudziestu lat.
Zgoda obowiqzuje od daty posiedzenia (24.05.2016 r.) do korica 2021 r.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku = wwzglednieniem przedstawionego projektu;
kazda zmiana i modyfikacja wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, kiére moglyby mie¢ wplyw na opinie Komisji oraz poinformowania o
zakonczeniu badania.

Od niniejszej uchwaly podmiot zamierzajqcy przeprowadzié eksperyment medyczny, kierownik zakladu
opieki zdrowotnej, w ktorej eksperyment medyczny ma byé przeprowadzony, mogq wniesé odwolanie do
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Odwolawezej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za poSrednictwem Komisji Bioetycznej przy

Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Otrzymuja:
dr hab. n. med. Dani¢/ Gackowski

Katedra Biochemii Klinicznej

Pracownia Metabglomiki i Markeréw Nowotworowych
Collegium Medjcum w Bydgoszczy

prof. dr hab. med. Jan Styczynski

Pracownia Onkologiy/Klinicznej i Eksperymentalnej
Klinika Pediatrii, IJématologii i Onkologii

Szpital Uniwersytecki nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza

dr hab. n. med. Jarostaw Czyz
Klinika Hematologii :
Szpital Uniwersytecki nr 2 im. dr Jana Biziela

Prof. dr hab. med. Karol $liwka

Przewodniczgcy Komisji Bioetycznej




Lista obecnosci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 24.05.2016 r.

Lp. Imie i nazwisko Funkcja Podp ks
k. Prof. dr hab. med. Karol Sliwka przewodniczacy
.,/i] ’
o Prof. dr hab. Adam Bucinski =
przewodniczacego
/] /
| 7
3. Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Boron AT
4. | Prof. dr hab. med. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska

Y

5 Prof. dr hab. med. Marek Grabiec
6. Prof. dr hab. med. Zbigniew Wtodarczyk
)
7. | Dr hab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifiska, prof: UMK /O&\{\é
{ -
8. Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof. U Z
s. dr hab. Wojciech Szukalski, prof. UAM W LZ@‘} )
9. Dr n. med. Radostawa Staszak-Kowalska m
10. Dr hab. n med. Maria Kfopocka
1
L1 Megr prawa Patrycja Brzezicka (Wm
1.
12.

Mgr prawa Joanna Potetek-Zygas

Mgr piel. Hanna Ziemniarska




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

KB 404/2016 | Bydgoszez, 26.02.2019 . ‘

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 pézniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia |1
- maja 1999 r. w sprawie szczegélowych zasad powotywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 1. z pdzn.
Zm. w sprawie powolania eraz zasad dziatania Komisii Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w

Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w
ICH - GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(ktorej sktad podano w zalgezeniu) na posiedzeniu w dniu 26.02.2019 r. przeanalizowata
prosbe o wyrazenie zgody na: '
. rozszerzenie zespotu badawczego o nast. osoby:
mgr inz. Justyna Szpotan, mgr Anna Labejszo, mgr Aleksandra Skalska, Joarma
Wandtke, Aleksandra Wasiléw, lek. Adriana Czyz, lek. Lukasz Szukalski,

ktérg ziozyt:

dr hab. n. med. Daniel Gackowski

Katedra Biechemii Klinicznej

Pracownia Metabolomiki i Markeréw Nowotworowych
Collegium Medicum w Bydgoszczy '

w sprawie badania;

»Produkty szlakéw demetylacji i deaminacji DNA jake mowe biomarkery rozwoju
i predyktory efektéw leczenia ostrych biataczek.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
gtosowania jawnego Komisja przyjeta do wiadomosei 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 obowiazuje do kofica 2021 roku.

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka

Przewodniczacy Komisji| Bioetycznej

Otrzymuje:

dr hab. n. med. Daniel Gackowski

Katedra Biochemii Klinicznej

Pracownia Metabolomiki i Markeréw Nowotworowych’
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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12, Mgr farm. Aleksandra Adamczyk
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13.




