STRESZCZENIE

WSTEP

Za rozw0dj ostrej biataczki szpikowej i zespotdow 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, ktorej aktywno$¢ 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 produktéw w moczu w porédwnaniu do grupy kontrolnej, analiza ekspresji mRNA genow
zaangazowanych w procesy epigenetyczne i ich wptyw na szlak TET-TDG-BER-aktywnej
demetylacji DNA oraz ocena czestosci wystepowania mutacji gendw epigenetycznych.
Zaplanowano rowniez ocene wptywu wyjsciowych poziomdéw produktéw demetylacji w DNA
leukocytarnym oraz stezen tych produktéw w moczu na dane kliniczne: ryzyko transformacji

MDS do AML, odpowiedz na chemioterapie indukujgcg oraz dtugosé zycia pacjentéw z AML.
MATERIALY | METODY

Do badania wtgczono 62 pacjentdw z nieleczonym AML oraz 42 pacjentéw z nieleczonym MDS.
U wszystkich pacjentéw oznaczano wartosci produktdw 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 genéw TET1, TET2, TET3, TDG, IDH1
oraz IDH2. Uzyskane wyniki porownywano do grupy kontrolnej (n=52). U wszystkich

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

WYNIKI

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



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 pacjentéw z AML wykazano nizszg
niz w grupie kontrolnej ekspresje mRNA TET2 i jednoczesnie wyzszg ekspresje mRNA TET1,
TET3, TDG oraz IDH1/2. Stwierdzono obecno$¢ mutacji genetycznych u pacjentéw z AML i
MDS: IDH1 odpowiednio u 3,23% i 2,4% pacjentédw, 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 dfuzsze 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 dowoddw na to, ze jedng z jej przyczyn moze
by¢ obnizenie ekspresji mRNA genu TET2. Poprzez analize stezenn produktéw demetylacji
trafiajgcych do moczu wykazano rdznice w nasileniu zaburzen epigenomu w badanych
grupach: najwieksze wsréd pacjentéw z AML, posrednie wsréd pacjentéw z MDS oraz
najnizsze w grupie osob 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
dowoddw wspierajgcych hipoteze zaktadajgcg kompensacyjng funkcje gendw TET1 oraz TET3
w odpowiedzi na deplecje TET2 oraz ustalono czesto$é wystepowania mutacji
epigenetycznych w populacji pacjentéw z AML i MDS. Wyjsciowa wartos¢ produktéw aktywnej
demetylacji w DNA i w moczu nie miata wptywu na powodzenie chemioterapii indukujgcej u
pacjentéw z AML. Wyjsciowy poziom 5-mdC w DNA leukocytarnym u pacjentow z MDS moze
mie¢ warto$é 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 wieloczynnikowej.



