Mechanizmy epigenetyczne w rozwoju miesniakow macicy

— rola modyfikacji m®A RNA oraz genow kodujacych
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WSTEP

Miesniaki macicy, fagodne nowotwory monoklonalne, s jedng z najczestszych patologii uktadu
rozrodczego kobiet, wywodzgcych sie z miesniowki macicy. Mimo, ze w wiekszosci przypadkow nie
dajg objawow, czasem mogg prowadzi¢ do istotnych dolegliwosci obnizajgcych jakos¢ zycia. Ich
rozwoj zalezy od czynnikdw hormonalnych, genetycznych, ale takze srodowiskowych. W ostatnich
latach rosnie zainteresowanie epitranskryptomika i mechanizmami epigenetycznymi, ktdore moga
modulowac ekspresje gendw bez zmian w sekwencji DNA. Obecnos¢ modyfikacji czgsteczek RNA,
N6-metyloadenozyny (m®A), wptywa na dojrzewanie transkryptow, ich stabilnos¢, translacje oraz
degradacje. Poziom mP®A zalezy od aktywnosci metylotransferaz, demetylaz oraz biatek wigzgcych
m°®A, takich jak ALKBH5, FTO, METTL3 i YTHDC1. Ich rola w rozwoju miesniakdw macicy nie zostata
dotad okreslona.
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CEL PRACY

WYNIKI

Obserwowano nieznaczne zwiekszenie ekspresji gendow ALKBH5, FTO, METTL3 oraz YTHDC1 w
tkankach miesniaka wzgledem tkanek prawidtowych. Gen ALKBH5 wykazat podwyzszong ekspresje
u 59% pacjentek, FTO i METTL3 u 44%, a YTHDC1 u 53%. Sredni poziom ekspresji wzglednej genu
YTHDC1 w miesSniakach byt ponad dwukrotnie wyzszy niz w zdrowym myometrium
(dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA; p=0,034).
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Poziom metylacji m®A byt nieznacznie wyzszy w tkankach miesniaka (zakres: 0,006% - 0,114%) w
porownaniu do tkanek prawidtowych (zakres: 0,007% - 0,105%).
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Analiza regresji liniowej wykazata istotne statystycznie dodatnie korelacje miedzy ekspresjg genéw
ALKBH5 (R?=0,184; p=0,014), METTL3 (R®=0,188; p=0,011) i YTHDC1 (R®=0,257; p=0,002) a
globalnym poziomem m®A w tkankach prawidtowych. W tkankach miesniaka korelacje byty stabsze
oraz z wiekszym rozrzutem danych. Gen FTO nie wykazat istotnych korelacji w zadnej z tkanek.

Ocena poziomu N6-metyloadenozyny (m®A) oraz ekspresji gendw ALKBH5, FTO, METTL3 i YTHDC1 w
tkankach miesniaka macicy i prawidtowego myometrium.

GRUPA BADANA

Badanie przeprowadzono z wykorzystaniem materiatu tkankowego pobranego od 34 pacjentek
(Sredni wiek: 43,6 lat; BMI>25: u okoto 74%) leczonych chirurgicznie z powodu objawowych
miesniakdow macicy w Warszawskim Instytucie Zdrowia Kobiet w okresie od kwietnia 2022 do
kwietnia 2024 r. Materiat kontrolny stanowity fragmenty prawidtowego myometrium pobrane ok.
1,5 cm od tkanki miesniaka. U kazdej pacjentki wykonano pomiar miesniakow w badaniu
ultrasonografii przezpochwowej (TVUS), a z wywiadu lekarskiego pozyskano dane kliniczne (m.in.
przebyte cigze, masa ciata, choroby wspéftistniejgce).

METODYKA

RNA z tkanek wyizolowano przy uzyciu zestawu Total RNA Mini (A&A Biotechnology). Stezenie i
czystos¢ RNA oceniano nanospektrofotometrem UV-Vis (Quawell Q5000). Do syntezy cDNA
zastosowano zestaw High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific).
Ekspresje gendw ALKBH5, FTO, METTL3 i YTHDC1 oznaczano metodg ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym (Real-Time PCR na aparacie Viia 7) z sondami TagMan, ktérej analizy dokonano
wzgledem genu referencyjnego GAPDH, a do obliczen zastosowano wzgledng metode Livaka

(2A-AACq). Globalny poziom metylacji m®A RNA oznaczano ilosciowo testem kolorymetrycznym
ELISA (EpiQuik™ m°®A RNA Methylation Quantification Kit, EpigenTek), a wynik wyrazano jako m®A%
w catkowitym RNA. Analizy statystyczne wykonano w programie GraphPad Prism 10, stosujgc m.in.

test t-Studenta, dwuczynnikowg analize wariancji (two-way ANOVA) oraz analize korelacji/regres;ji
liniowej; za istotne przyjeto p < 0,05.

WNIOSKI

1.Nie potwierdzono istotnej roli metylacji m®*A RNA w rozwoju miesniakdéw macicy.

2.Tkanke miesniaka cechowata wyzsza ekspresja genow ALKBH5, FTO, METTL3 i
YTHDC1 w porownaniu do tkanki prawidtowe;.

3.Korelacja pomiedzy globalnym poziomem m°®A RNA a ekspresja genéw ALKBH5 oraz
YTHDC1, niezaleznie od pochodzenia badanej tkanki, potwierdza udziat badanych
genow w regulacji procesu metylacji m®A RNA.

4. Wptyw otytosci na zaburzenia mechanizmow epigenetycznych w miesniakach macicy
wymaga dalszych badan.

»>

4N EEEEEEEEEEEEEER®

4AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER®

tkanka prawidiowa

0.15- R =0,184
p=0,014

0.104 L

m6A%
L
®

0.05+

0.00+ :..'" il A A

T T T T T T T T T T T T T
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015
gen ALKBHS [24-ACH]

tkanka prawidlowa

tkanka miesniaka
0.15+

0.10= . ¢

P.h...: ® L

m6A%.

R =0,157
p = 0,024

.
0.00

gen ALKBHS [27-ACt]

tkanka miesniaka

T T T 1
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020

0.15- R? = 0,006 0.15+ R* =0,015
p=0,645 p=0,495
°
0.10- L 0.10- @ L "
2 o of ! .. e @
g o o : e .
E & : .
$ o ' °
0.05+ "‘1————__'______ 0.05~ \
] ® ®
o ® O~ e Q¥ °
0.00-t 1 T T T 1 0.00 T T T 1
000 001 002 003 004 005 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04
gen FTO [24-ACt] gen FTO [2~-ACt]
tkanka prawidiowa tkanka migsniaka
0.15- R’ =0,188 0.15+ R} =0,081
p=0,011 p =0,107
°
0.10 - ® & 0.10- ® '..
3 ® . R ® ]
g ° ° < Y m VN 8
E & . . I
| 4
0.054" o P 0.05
L Y [
«%e * g% o
° P
0.00 . T T r . 0.00-} T T T T ]
0.000 0.005 0.010 0015 0.020 0.025 0.000 0005 0010 0015 0.020 0.025
gen METTL3 [2A-ACt) gen METTL3 [24-ACt)
tkanka prawidliowa tkanka miesniaka
0.15+ R?=0,257 0.15+ R® = 0,164
ke ¥
PS8z p=0,019
®
0.104 L - 0104 @ b
-2 * @ 2 L &
! ® ® E ® .'. ®
w© ® © @ b 4
E ee ™ E e ©®
0.05+ ° ° 0.05+
& oo ® 0
pu“ o0 %, 21X
0.00- r r T . ] 0.00-
000 002 004 006 008 010 0.00 0.05 0.10 0.15

gen YTHDC1 [27-ACH] gen YTHDC1 [2A-ACH)

Istotnie nizszy poziom metylacji m®A obserwowano w tkankach miesniaka u kobiet z nadwagg lub
otytoscig (0,036% vs 0,077%; p=0,003). Nie stwierdzono istotnych rdoznic w ekspresji badanych
genow miedzy grupami BMI.
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