Streszczenie

Proces metylacji cytozyny, katalizowany przez metylotransferazy DNA, jest
kluczowym procesem epigenetycznym, ktérego markerem jest 5-metylocytozyna. Proces
aktywnej demetylacji DNA, w czesci kontrolowany przez biatka Tet, odpowiada za
hipometylacje DNA. Uwaza sig, ze globalna hipometylacja, jak réwniez hipermetylacja
niektorych obszaréw DNA, moze przyczyniaé¢ sie do odpowiednio: aktywacji proto-
onkogenow oraz wyciszenia gendw supresorowych w komérkach nowotworowych.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace poziomu 2-
ketoglutaranu (2-KG), L-, D-2-hydroksyglutaranu (L-, D-2-HG) oraz witaminy C,
potencjalnych modulatoréw aktywnosci biatek Tet, z wykorzystaniem modelu chordb
jelita grubego. Model ten wybrano ze wzgledu na mozliwo$¢ przeanalizowania progres;ji
zmian klinicznych od przewlektych stanéw zapalnych, poprzez fagodne zmiany rozrostowe
(polipy) do nowotworu (colorectal cancer, CRC). W literaturze brak jest wynikéw badan
eksperymentalnych testujacych mozliwo$¢ zastosowania iloéciowych oznaczen 2-KG/2-HG
w osoczu/moczu jako markera chordb jelit.

Do zrealizowania celéw badawczych opracowano, zwalidowano oraz
zoptymalizowano metody ilosciowe do analiz poziomu metabolitéw w osoczu, moczu oraz
homogenatach tkankowych (fragment guza oraz margines chirurgiczny), z
wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg UV, MS/MS.

Niniejsza praca doktorska w sposéb ilosciowy charakteryzuje doroste osoby, pod
katem ,fizjologicznego” poziomu 2-ketoglutaranu i witaminy C w osoczu oraz L-, D-2-
hydroksyglutaranu w osoczu i moczu. Zachodzi staba korelacja na poziomie r=0.3992,
p=0.012, n=39, pomiedzy zawartosciag 2-KG w guzie i tkance zdrowej, brak natomiast
jakiejkolwiek zaleznosci pomiedzy osoczowym a wewnatrzkomérkowym poziomem 2-KG,
ktéry moze by¢ wtasnoscig osobnicza. Obnizony istotnie poziom 2-KG w osoczu pacjentdow
z nieswoistymi zapaleniami jelit wzgledem pozostatych grup badanych moze mieé zwigzek
z jego nadmiernym zuzyciem w obliczu zmian jakie zachodza w przebiegu cyklu Krebsa w
warunkach hipoksji oraz przewlektego stanu zapalnego.

O ile poziom D-2HG w osoczu/moczu nie rdzini sie istotnie miedzy badanymi
grupami, i mozna uzna¢, ze zmierzono jego fizjologiczne stezenie, ktére pozostaje w
zgodzie z danymi literaturowymi (z wyjatkiem dwdch pacjentéw z polipem i CRC, ktérzy
wykazujg jego spektakularny poziom, i u ktérych mozna podejrzewaé wystepowanie
mutacji w obrgbie gendw IDH lub 2-HGDH), to stwierdzono istotnie wyzsze stezenie L-

2HG w moczu i osoczu pacjentéw z CRC w odniesieniu do grupy kontrolnej. Zachodzi silna



dodatnia korelacja pomiedzy poziomem L-2HG w osoczu i moczu r=0.6084, p<0.001, N=82
oraz umiarkowana dodatnia korelacja pomiedzy poziomem L-2HG i D-2HG, zaréwno w
osoczu (r=0.4516, p<0.001, N=82), jak i w moczu (r=0.5746, p<0.001, N=82). Poziom
witaminy C w osoczu najwyzszy stwierdzono w grupie kontrolnej, a najnizszy u pacjentow
z CRC.

Na podstawie doniesien literaturowych mozna przypuszczaé, ze rola D-2HG
sprowadza sie wyfacznie do stabej inhibicji kompetycyjnej 2-ketoglutaro-zaleznych
dioksygenaz (2-KGDO), jak np. enzymy Tet lub PHDs. L-2HG oprdcz petnienia funkc;ji
stabego inhibitora 2-KGDO, mozna przypisa¢ dodatkowg funkcje w adaptacji komérek do
warunkow hipoksji polegajgcej na stabilizowaniu HIF1 poprzez hamowanie PHDs. Catkiem
prawdopodobne, ze tatwiej ,,uchwyci¢” hamujgcy wptyw D-2HG na enzymy z rodziny Tet,
anizeli L-2HG, ktdrego dziatanie jest wielokierunkowe.

Po wycieciu z DNA, zmodyfikowane zasady/nukleozydy sg uwalniane do
krwioobiegu i ostatecznie pojawiaja sie w moczu. W odniesieniu do onkometabolitu 2-HG,
zachodzi silna ujemna korelacja pomiedzy stezeniem D-2HG w osoczu a poziomem 5-
hmCyt w moczu, zaréwno dla kontroli jak i CRC (odpowiednio r=-0.6357, p=0.001, N=23
oraz r=-0.6064, p=0.037, N=12).

Im wyzsze stezenie D-2-HG w osoczu, ktory prawdopodobnie zostaje ,,uwolniony”
z komorek do krazenia, tym mniej 5-hmCyt pojawia sie w moczu. Wskazuje to na
hamowanie przez D-2-HG/konkurowanie 2-HG z 2-KG o miejsce aktywne enzymoéw Tet
odpowiedzialnych za utlenienie 5-mCyt do 5-hmCyt. Do krazenia uwalniane jest w wyniku

naprawy mniej 5-hmCyt, co znajduje odzwierciedlenie w poziomie tego parametru w

mocCzu.

Stowa kluczowe: choroby jelita grubego, epigenetyka, aktywna demetylacja DNA,

metabolity komorkowe, UPLC-MS/MS/UV.
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