Streszczenie

Badanie ekspresji genéw kodujacych biatka zaangazowane w procesy aktywnej demetylacji DNA w
raku piersi

5-metylocytozyna (5-mC) jest gtéwnym znacznikiem epigenetycznym regulujgcym poziom
ekspresji genéw w komorce. Rak piersi, podobnie jak wiele innych nowotworéw charakteryzuje sie
wystgpowaniem globalnej hipometylacji DNA. Poziom 5-mC w komérce moze by¢ uwarunkowany
m.in. procesem aktywnej demetylacji DNA, w ktérym uczestnicza biatka TET, a takze procesem
deaminacji zachodzacym przy udziale biatek AID. Komérka nowotworowa wykazuje zmieniony
metabolizm energetyczny, przejawiajgcy sie m.in. zmianami aktywnosci enzymow cyklu Krebsa:
dehydrogenazy izocytrynianowej (IDH1, IDH2) oraz wystgpieniem stanu hipoksji w komorce, ktéry
aktywuje czynniki indukowane hipoksjg (HIF1-a, HIF2-a). Wszystkie powyisze procesy mogg
przyczynia¢ si¢ do zaktécenia rownowagi pomiedzy metylacjg i demetylacja DNA. Gtéwnym celem
pracy byta zbadanie czy w leukocytach kobiet z rakiem piersi wystepujg zmiany w poziome ekspresji
genow i kluczowych metabolitéw zwigzanych z aktywng demetylacja DNA w poréwnaniu do kobiet
zdrowych. Podtypy biologiczne raka piersi warunkuja dalszy schemat postepowania terapeutycznego.
Stwierdzono, ze w poszczegélnych podtypach wystepuja specyficzne profile metylacji. Procesy
epigenetyczne moga potencjalnie regulowa¢ skuteczno$¢ terapii, dlatego kolejnym celem w
przedstawionej pracy byto zbadanie czy leczenie neoadjuwantowe moze powodowac zmiany w
poziomie ekspresji genéw i produktéow aktywnej demetylacji DNA. Zaburzenie wzoru metylacji DNA
kluczowych genéw powiagzanych z wystepowaniem raka piersi moze mieé wpltyw na progresje
choroby. Ostatnim celem niniejszej pracy byta ocena czy poziom ekspresji genéw zwigzanych z
aktywng demetylacji DNA oraz kluczowych molekut zaangazowanych w ten proces moze miec
zastosowanie jako potencjalny czynnik prognostyczny raka piersi. Badaniami objeto grupe 60 kobiet z
rakiem piersi i 33 kobiet zdrowych. Od kobiet chorujgcych na raka piersi pobrano krew po
zdiagnozowaniu nowotworu (punkt A), po terapii doksorubicyng i cyklofosfamidem (punkt B), po
leczeniu taksanami (punkt C) oraz miesigc po zabiegu operacyjnym (punkt D). Od 22 pacjentek z
rakiem piersi pobrano réwniez materiat z tkanki guza i jego obrzezy. W celu okreslenia poziomu
transkryptu genéw TET1, TET2, TET3, TDG, AID, IDH1, IDH2, HIF1-a, HIF2-a wykorzystano technike
qRT-PCR oparta na sondach hydrolizujgcych UPL. llosciowy poziom 5-mC i jej pochodnych okreélono z
wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej z tandemowgq detekcjg mas 2D-UPLC-
MS/MS. Niski poziom ekspresji genu TET1 i obnizony poziom 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmC) w
leukocytach i tkankach kobiet z rakiem piersi oraz ich korelacja z indeksem proliferacyjnym Ki-67 w
leukocytach $wiadcza o ich mozliwym zastosowaniu jako potencjalny marker prognostyczny.
Obnizony poziom ekspresji genu AID z réwnoczesnym wzrostem 5-hydroksymetylouracylu (5-hmu)
moze Swiadczy¢ o marginalnym udziale tej deaminazy w przemianach 5-mC i jej pochodnych u kobiet
z rakiem piersi. Wysoki poziom ekspresji genu TET3 oraz wysokie poziomy 5-fomylocytoznyny (5-fC)
oraz 5-karboksycytozny (5-caC) mogg sugerowaé preferencyjng dalsza hydroksylacje 5-hmC przez
biatka TET3. Wysoki poziom ekspresji genu IDH1 w leukocytach kobiet z rakiem piersi oraz nizszy
poziom ekspresji u pacjentek, u ktdrych w wyniku leczenia uzyskano duzg lub catkowitg remisje,
pozwala typowac ten parametr jako marker skutecznosci leczenia. Zmiany w procesie aktywnej
demetylacji po leczeniu doksorubicyng przejawiajace sie nizszym poziomem ekspresji gendéw TET i
TDG oraz nizszym poziomem pochodnych 5-mC, mogg sugerowa¢ alternatywny, mozliwy mechanizm
oddziatywania tego leku na komorki docelowe. Obserwowane tagodne tendencje zmian w poziomie
ekspresji genow oraz produktéw zwigzanych z aktywna demetylacjs DNA u kobiet z réznymi
podtypami biologicznymi raka piersi moga $wiadczyé o potencjalnym wykorzystaniu ich jako
narzedzie do planowania leczenia i rozwoju nowych terapii raka piersi.
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