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Uracyl w DNA i epigenetyczne modyfikacje — nowe biomarkery rozwoju szpiczaka mnogiego? W
poszukiwaniu zwiazku miedzy genetycznymi/epigenetycznymi modyfikacjami DNA i ewolucja szpiczaka
mnogiego.

DNA zawarte w kazdej zywej komoérce podlega cigglym zmianom strukturalnym i chemicznym. Moga one
powstawa¢ w wyniku dzialania zaréwno szkodliwych czynnikéw zewngtrznych, jak i generowanych podczas
procesOw metabolicznych wewnatrz komorki, a takze na drodze btedow w replikacji, z szacowana czestoscig okoto
70 000 uszkodzen DNA na pojedyncza komorke kazdego dnia. Nienaprawione uszkodzenia DNA mogg byc
zroédlem mutacji, ktore leza u podloza rozwoju roéznych chordb, m.in. nowotworowych. Oprocz zmian
genetycznych przyczyniajacych si¢ do transformacji nowotworowej, w patogenezie nowotworéw powszechnie
obserwowane sg zmiany wzoru metylacji DNA. Poziom 5-metylocytozyny (5-mCyt) moze zmienia¢ si¢ w wyniku
aktywnej demetylacji DNA z udzialem biatek TET, ktore katalizuja utlenianie 5-mCyt do
5-hydroksymetylocytozyny (5-hmCyt), a ta moze by¢ dalej utleniana do S5-formylocytozyny (5-fCyt) i
5-karboksycytozyny (5-caCyt).

Proponowane w projekcie badania maja na celu okreSlenie roli wyzej wymienionych modyfikacji w rozwoju
szpiczaka mnogiego (MM). MM jest drugim co do czgstosci wystgpowania, nowotworem hematologicznym, ktory
powoduje ponad 100 000 zgondéw rocznie na §wiecie. MM jest choroba postepujaca, prawie zawsze poprzedzong
bezobjawowym stadium - gammopatia monoklonalng o nieustalonym znaczeniu (MGUS). MGUS dotyka okoto
3% populacji powyzej 50 roku zycia, wrastajagc do prawie 9% w grupie osoéb powyzej 85 roku zycia.
Prawdopodobiefistwo progresji MGUS w kierunku szpiczaka mnogiego wzrasta o 1% na rok. Z MGUS czgsto
rozwija si¢ bezobjawowy szpiczak tlacy (SMM), ktory jest stanem przejsciowym miedzy MGUS a
petnoobjawowym szpiczakiem (FMM) i biataczka plazmatycznokomoérkowsa (PCL).

Szpiczak mnogi to zlosliwy nowotwor hematologiczny wywodzacy si¢ z plazmocytow, czyli komorek B
znajdujacych sie w koncowym etapie roznicowania. Roznicowanie komoérek B w komorki plazmatyczne zwiazane
jest z dywersyfikacja gendéw kodujacych immunoglobuliny (Ig) (segmentéw VDJ) na drodze somatycznych
hipermutacji (SHM) i rekombinacji podczas przelaczania izotypdéw przeciwcial (CSR). Hipermutacje somatyczne
podczas réznicowania i dojrzewania przeciwcial sa wynikiem deaminacji cytozyny do uracylu w genach
kodujacych /g z udziatem deaminazy cytydyny indukowanej aktywacja limfocytéw B (AID).

Nieprawidtowa ekspresja AID moze skutkowac¢ nadmierng deaminacjg cytozyny do uracylu, wprowadzajac w ten
sposob mutacje do tancucha DNA, w innych genach niz kodujacych Ig. To z kolei moze przyczyni¢ si¢ do
akumulacji mutacji genetycznych, prowadzacych w konsekwencji do transformacji nowotworowej. Niedawno
opublikowane badania sugeruja, ze nieprawidtowa aktywacja AID moze by¢ zwigzana z progresja szpiczaka
tlacego do szpiczaka uogdlnionego.

Nasza hipoteza zaklada, ze: deregulacja prosesow metylacji / demetylacji DNA moze by¢ powigzana
z zaburzeniami podczas réznicowania plazmocytow oraz z nieprawidtowa ekspresja AID, co z kolei moze
skutkowac¢: i/ nieprawidlowym poziomem 2'-deoksyurudyny (dU), ii/ mutacjami indukowanymi obecnoscig dU,
oraz iii/ zmianami produktow aktywnej demetylacji (5-hydroksymetylo-2'-deoksycytydyny, 5-formylo-2'-
deoksycytydyny, 5-karboksy-2'-deoksycytydyny i 5-hydroksymetylo-2'-deoksyurydyny).

W celu oznaczenia wyzej wymienionych modyfikacji w DNA i w moczu postuzy opracowana przez nasz zespot,
wysoce czula i specyficzna metoda z wykorzystaniem dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z
tandemowg spektrometrig masowa (2D-UPLC-MS/MS). Metodologia ta pozwala na precyzyjng analiz¢ produktow
utleniania  5-metylo-2'-deoksycytydyny (5-mdC), ale réwniez na jednoczesne oznaczenie 8-oksy-2’-
deoksyguanozyny (8-oksydG) oraz 2'-deoksyurydyny (dU) zawartej w DNA. Zmiany mutacyjne bedg wykrywane
dzieki sekwencjonowaniu gendéw decydujacych o rozwoju MM.

Glownym celem projektu jest analiza czynnikow zwigzanych z rozwojem MM: i/ niestabilnosci genomu -
odzwierciedlonej obecnoscia dU w DNA; ii/ zaburzen epigenetycznych - wyrazonych zmianami w calym spektrum
modyfikacji epigenetycznych DNA; iii / dysregulacji naprawy DNA - poprzez oceng ekspresji kluczowych genow
zaangazowanych w napraweg DNA oraz oceng wydalania produktéw naprawy DNA z moczem.

Dodatkowo chcielibysmy dowiedzie¢ si¢: czy stres oksydacyjny indukowany chemioterapeutykami stosowanymi w
leczeniu MM moze mie¢ zwigzek z rozwojem opornosci na chemioterapi¢. W tym celu oznaczony zostanie poziom
(8-0ksydQ), uznawanej za biomarker stresu oksydacyjnego w DNA komérkowym oraz wydalanej w moczu.

Zatozone badania mogg da¢ odpowiedz na jedno z kluczowych pytan - co jest pierwotnym zroédtem niestabilnosci
genomu/zmian epigenetycznych w rozwoju MM. Proponowane w projekcie analizy powinny zatem pozwoli¢ na
oceng ich przydatnosci jako biomarkerow rozwoju MM i ewentualnej wartosci predykcyjnej przebiegu terapii.
Znalezienie markerow rozwoju MM moze by¢é pomocne we wczesnym wykrywaniu choroby i optymalizacji
leczenia.



