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W ostatnich latach znaczaco wzrosto zainteresowanie procesami epigenetycznymi. Epigenetyka odnosi
sie do dziedzicznych zmian w ekspresji gendw, ktore nie sg kodowane w genomowym DNA. Jednym z najlepie;j
scharakteryzowanych mechanizmoéw epigenetycznych jest metylacja cytozyny w DNA. Proces ten jest uwazany
za stabilng zmiang epigenetyczng, ktora moze mie¢ wptyw na kontrole ekspresji genow. Ostatnie doniesienia
naukowe wskazujg na istnienie aktywnej demetylacji DNA— dynamicznego procesu modyfikujacego wzor
metylacji poprzez hydroksylacj¢/deaminacj¢ 5-metylocytozyny oraz eliminacj¢ powstalych produktow w
procesie naprawy DNA. Reakcje prowadzace do aktywnej demetylacji DNA sg kontrolowane m.in. przez
enzymy TET (ang. ten eleven translocation) i glikozylaz¢ TDG (ang. thymine DNA glicosylase). Zaburzenia w
metylacji DNA sg cecha charakterystyczng nowotworow, w tym raka piersi.

Rak piersi jest najczesciej diagnozowanym nowotworem i druga najczestszg przyczyng $Smierci wsrod
kobiet chorujacych na raka. Wedtug Amerykanskiego Towarzystwa Onkologicznego, rocznie na catym §wiecie
diagnozuje si¢ prawie 1,7 miliona nowych przypadkow zachorowan na raka piersi. Jest to choroba heterogenna,
charakteryzujaca si¢ wieloma podtypami ze zroznicowang odpowiedzig na leczenie. Leczenie raka piersi zalezy
glownie od obecno$ci receptorow: estrogenowego (ER), progesteronowego (PR) i ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu (HER2) w komoérkach raka piersi. Selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM)
sa grupa lekow stosowanych w terapii hormonozaleznego raka piersi. Najpowszechniej uzywanym
przedstawicielem SERM jest tamoksifen. Dziatanie tamoksifenu uwarunkowane jest typem receptora, z ktérym
oddziatuje, jego lokalizacjg w komorce oraz rozmieszczeniem w tkankach.

Glownym celem projektu jest sprawdzenie, czy narazenie linii komorkowych raka piersi na dziatanie
estrogenow i/lub SERM moze wywotywaé zmiany w metylacji DNA. Dotychczas nie przeprowadzono tego typu
badan. Proponowane przez nas badania pozwola oceni¢, czy istnieje zalezno$¢ pomig¢dzy stopniem
metylacji/demetylacji DNA a ekspresja receptoréw hormonalnych w komorkach raka piesi, a takze wpltywem
selektywnych modulatoréw receptora estrogenowego. Wiedza ta pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizmow
dzialania zwigzkoéw antyestrogenowych i ich potencjalnego wptywu na procesy epigenetyczne, m.in. aktywna
demetylacje i deaminacje DNA w komodrkach nowotworowych gruczotu piersiowego.

W naszych doswiadczeniach wykorzystamy linie komorkowe raka piersi o r6znej ekspresji receptorow
steroidowych (ER, PR) oraz receptora estrogenowego zwigzanego z biatkami G (GPER). Nasz projekt obejmuje
cztery roézne eksperymenty z wykorzystaniem hodowli komorkowych: bez suplementacji (A), z ekspozycjg na p3-
estradiol (B), z ekspozycja SERM (C), z ekspozycja na B-estradiol i SERM (D). W DNA komorek uzyskanych z
powyzszych eksperymentow zamierzamy oznaczy¢ ilosciowo 5-mC (5-metylocytozyng) oraz produkty
demetylacji/deaminacji DNA: 5-hmC (5-hydroksymetylocytozyne) i 5-hmU (5-hydroksymetylouracyl). Ponadto
chcieliby$my oceni¢ ekspresj¢ genow TET1, TET2, TET3 i TDG i odpowiadajacych im biatek, ktore odgrywaja
kluczowa rolg w szlakach demetylacji DNA. W celu oznaczenia ilosciowego wyzej wymienionych modyfikacji
DNA wykorzystamy wysoce zaawansowang technike badawczg: dwuwymiarowg ultrasprawng chromatografie
cieczowg z wykorzystaniem tandemowej spektrometrii mas (2D-UPLC/MS/MS) z uzyciem wewngtrznych
standardow znakowanych izotopowo. Do analizy poziomu ekspresji genow zaangazowanych w proces aktywnej
demetylacji DNA (TET1, TET2, TET3, TDG) zostanie wykorzystana technika gRT-PCR, natomiast do oceny
ilosci biatek metoda Western Blot.

Rezultaty z naszych badan mogg rzuci¢ nowe $wiatto na mechanizmy lezace u podstaw rozwoju raka
piersi oraz na nowe podejscie do zapobiegania i leczenia tego nowotworu. Ponadto, wyniki proponowanego
projektu moga dostarczy¢ informacji, ktore mogg znalez¢ zastosowanie w nowych metodach diagnostycznych i
terapeutycznych, a takze w medycynie spersonalizowanej.



