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PRACA POGLADOWA

Znaczenie epigenetyki w patogenezie czerniaka

The role of epigenetics in the pathogenesis of melanoma

Ewa Chodurek’, Karolina Gotgbek', Joanna Orchel?, Arkadiusz Orchel',
Zofia Dzierzewicz'

STRESZCZENIE

Przez pojecie epigenetyka nalezy rozumie¢ mechanizmy wptywajace na
regulacje i modyfikacje ekspresji materiatu genetycznego, jednocze$nie
niezmieniajgce sekwencji nukleotydéow. Mechanizmy te obejmuja zarow-
no metylacje DNA, jak i modyfikacje histonéow. W artykule dokonano
przegladu aktualnych pogladéw dotyczacych zaburzen procesow hiper-
i hipometylacji DNA oraz acetylacji histonéw w patogenezie czerniaka,
zwigzanych z genami kontrolujacymi cykl komoérkowy, réznicowanie,
naprawe DNA, apoptoze, sygnalizacje komorkowa, angiogeneze, metabo-
lizm ksenobiotykoéw i powstawanie przerzutéw. Ponadto przedstawiono
nowe strategie leczenia czerniaka zwigzane z epigenetykg.

SEOWA KLUCZOWE
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ABSTRACT

Epigenetics represents the mechanisms that influence the regulation and
modification of the expression of genetic material not related to the altera-
tions in DNA sequences. These mechanisms include both DNA methyla-
tion and histone modifications. In the present article, we review current
views on the role of aberrations of DNA hyper- and hypomethylation
processes and the acetylation of histones, associated with genes that con-
trol the cell cycle, cell differentiation, DNA repair, apoptosis, cell signaling,
angiogenesis, metabolism of xenobiotics and invasion, in the pathogen-
esis of melanoma. In addition, new strategies for treatment of melanoma
associated with epigenetics are presented.
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EPIGENETYKA W PATOGENEZIE CZERNIAKA

WSTEP

Przez pojecie epigenetyka nalezy rozumiec
mechanizmy wptywajace na regulacje i mo-
dyfikacje ekspresji materiatu genetycznego,
ale jednocze$nie niezmieniajace sekwencji nu-
kleotydéw. Mechanizmy te obejmujg zarébwno
metylacje DNA, jak i modyfikacje histonow
[1]. Pierwszym zaobserwowanym zjawiskiem
0 znaczeniu epigenetycznym byto odkrycie
przez Millera w 1930 r. mozaikowatego za-
barwienia oczu u Drosophila. Zjawisko to po-
legato na spontanicznej i niestatej inaktywacji
genu odpowiedzialnego za pigment, bez zmian
w sekwencji DNA. Wyciszenie genu byto ob-
serwowane rowniez w komoérkach potomnych

2.

METYLACJA DNA

Wzér metylacji DNA zwigzany jest z dwo-
ma przeciwstawnymi procesami — metylacjg
(procesem enzymatycznym) i demetylacja
(biernym zjawiskiem wynikajacym z braku
zachowania wzoru metylacji podczas replika-
¢ji badz powstatym na skutek mechanizmow
naprawy DNA). Zjawisko metylacji (ryc. 1)
opiera sie na kowalencyjnej modyfikacji cy-
tozyn, polegajacej na przylaczeniu grupy
metylowej z S-adenozynometioniny (SAM)
do piatego atomu wegla cytozyny w reakcji
katalizowanej przez metylotransferazy DNA
(DNMT) [2].

W przypadku ssakow znane sg cztery niezalez-
nie kodowane metylotransferazy DNA: DNMT
1, DNMT 2, DNMT 3a i DNMT 3b [2].
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Ryc. 1. Metylacja cytozyny [2].

Fig. 1. The cytosine methylation [2].

Szacuje sig, ze fizjologicznie 60-90% dinukleo-
tydow GC w genomie cztowieka ma zmetylo-
wang cytozyne, co zdecydowanie rzutuje na
strukture chromatyny poszczegélnych genow
i decyduje o ich niedostepnosci dla czynni-
kow transkrypeyjnych (w wyniku powstania
przestrzennej przeszkody). Dinukleotydy CG
w genomie wystepuja w formie powtodrzen,

tworzgc miejsca zwane wyspami CpG. Wyspy
te, zwigzane z genami o ekspresji tkankowo-
swoistej, znajdujg sie czesto w pewnej odlegto-
$ci od miejsca startu transkrypcji.

Zaburzenie procesu metylacji DNA moze do-
prowadzi¢ do onkogenezy, ktora moze wig-
zaC si¢ z hipermetylacja wysp CpG gendow
supresorowych (w zdrowych komoérkach so-
matycznych wyspy te cechuja sie najczesciej
brakiem lub niskim poziomem metylacji) lub
ze spadkiem poziomu metylacji (hipometyla-
cja) w obrebie promotoréw gendéw zwigzanych
z proliferacja i r6znicowaniem si¢ komorek [1].

Hipermetylacja Hipometylacja
genow onkogenow
supresorowych ﬂ
fm————————— - | nadekspresja |
I wyciszenie | TTTzTTT0C

Nadmierna proliferacja
komérek

Ryc. 2. Znaczenie procesu metylacji w onkogenezie [3].

Fig. 2. The role of methylation in the oncogenesis [3].

Udziat nieprawidtowych proceséw metylacji
w onkogenezie obrazuje rycina 2 [3].

Do diagnostyki molekularnej zaburzeni mety-
lacji stuzg najczesciej metody oparte na che-
micznej modyfikacji DNA przez disiarczan
sodowy. Zwiazek ten uczestniczy w przeksztat-
caniu niezmetylowanej cytozyny w uracyl.
Nastepnie zmodyfikowane DNA, zawierajace
chemicznie zmodyfikowane i niezmodyfiko-
wane wyspy CpG, poddawane jest analizie,
z wykorzystaniem jednej z metod, np. MSP
(methylation specyfic polymerase chain reac-
tion), Q-MSP (quantitative methylation specyfic
polymerase chain reaction), BSSCP (bisulfite
single-strand conformation polymorphism), Me-
DIP (methylated DNA immunoprecipitation)
lub sekwencjonowaniu [3].

HIPERMETYLACJA DNA A CZERNIAK

Do tej pory zidentyfikowano ponad 50 genow,
ktoérych nieprawidtowa hipermetylacja moze
mie¢ znaczenie w niektorych fazach rozwoju
czerniaka. Znajdujg sie wsroéd nich geny o r6z-
norakiej funkcji — zwigzane z kontrolg cyklu
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komorkowego, apoptozg, sygnalizacjg komor-
kows, angiogenezg, metabolizmem ksenobio-
tykoéw i powstawaniem przerzutoéw [4].

Do pierwszych genéw, w przypadku ktérych
czesciowo potwierdzono znaczenie zaburzone-
go wzoru metylacji wysp CpG w patogenezie
czerniaka, nalezy gen supresorowy CDKN2A
(zwany tez p16, INK4A lub MTS1), kodujacy
dwa biatka: p16 i p14. Biatko p16 ogrywa role
inhibitora kinaz zaleznych od cyklin, szczegol-
nie CDK4 i CDK®6, biorgcych udziat w fosfo-
rylacji biatka RB [1,5]. Biatko p16 jest wiec
sktadowa mechanizmu zatrzymujacego cykl
komorkowy w fazie G1-S (ryc. 3) [5].

czenia dotyczyly badania hipermetylacji
w preparatach tkankowych pochodzacych od
chorych na czerniaka [7,8,9].

Znane s3 ponadto badania niepotwierdzajace
takiej zaleznosci — w analizie preparatéw tkan-
kowych pochodzacych od 80 chorych na czer-
niaka gatki ocznej i 30 chorych na czerniaka
skory, przeprowadzonej przez Gmyrek i wsp.,
nie stwierdzono metylacji w odcinkach pro-
motorowych genu CDKN2A w zadnym przy-
padku [10].

Kolejnym istotnym dla rozwoju czerniaka ge-
nem jest gen RASSF1A, ktorego produkt od-
grywa wazng role w kontroli procesu apopto-

Blokada cyklu komorko-
@ —_— 3 wego w punkcie G1/S

Cyklinozalezna
kinaza 4

—

Bialko RB — forma nieaktywna _— 3

Bialko p16

Uwolnienie czynnika
transkrypcyjnego E2F —
inicjacja transkrypcji

Ryc. 3. Rola biatka p16 w regulacji cyklu komérkowego [5].

Fig. 3. The role of p16 protein in the cell cycle regulation [5].

Przyktadem badan czesciowo potwierdzaja-
cych, iz hipermetylacja promotora CDKN2A
stanowi powod jego inaktywacji, s badania
Gonzalo i wsp. [6], ktorzy przeanalizowali
30 preparatéow tkankowych pochodzacych od
chorych na czerniaka, 3 preparaty tkankowe
otrzymane ze znamion barwnikowych wro-
dzonych, a takze wykorzystali 12 linii komor-
kowych (SK-MEL 21, SK-MEL 28, SK-MEL 37,
SK-MEL 39, SK-MEL 61, SK-MEL 63,
SK-MEL 147, SK-MEL 196, SK-MEL 241,
A 375, 526, 888). Analiza metylacji techni-
ka MSP wykazata hipermetylacje promotora
CDKN2A w trzech préobkach pochodzacych
od chorych na czerniaka oraz w przypadku
trzech linii komoérkowych — SK-MEL 196, SK-
-MEL 241, 888 [6]. Hipermetylacje promoto-
ra CDKN2A wykazano rowniez w badaniach
przeprowadzonych przez Freedberg i wsp., Liu
i wsp. oraz Straume i wsp., ktorych doswiad-

zy. Marini i wsp. [11] wykazali wysoki stopien
metylacji tego genu, badajgc DNA izolowane
z surowic 41 pacjentow chorych na czernia-
ka (18 ze zmiang I°, 10 ze zmiang II°, 13 ze
zmiang III°/IV® wedlug klasyfikacji Clarka).
Wspomniani badacze poddali tez analizie
DNA pozyskane z surowic pacjentéw z innymi
chorobami: 9 z rakiem podstawnokomorko-
wym, 5 z migsakiem Kaposiego, 15 z licznymi
znamionami barwnikowymi wigkszymi niz
S mm, 5 z rakiem piersi, 5 z rakiem okreznicy
i 12 z przewlektymi chorobami skoéry (tusz-
czyca i egzema). Jako kontrola zostato wy-
korzystane DNA wyizolowane z surowic
13 zdrowych ochotnikéow. Stopien metylacji
genu RASSF1A w przypadku czerniaka w sta-
dium przebiegajacym z przerzutami wynosit
62%, a bez przerzutow 64%. W przypadku
pozostatych jednostek chorobowych odpo-
wiednio: rak podstawnokomorkowy — 86%,
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miesak Kaposiego — 40%, inne nowotwory
— 10%, znamiona barwnikowe — 10%, prze-
wlekte choroby skory — 8%. Nie stwierdzono
metylacji tego genu w DNA pochodzacym od
zdrowych ochotnikow [11].

Metylacje genu RASSF1A stwierdzili rowniez
Furuta i wsp., badajgc 12 nowotworowych linii
komoérkowych: MeWo, WM-266-4, WM-115,
C32TG, MMAc, VMRC-MELG, GAK, A2058,
SK-MEL-28, HMV, G361, TK-Mel-1.
W przypadku 6 linii komoérkowych wyka-
zano metylacje genu RASSF1A, przy czym
w przypadku 2 linii (GAK, SK-MEL-28) byta to
metylacja catkowita. Jako kontrole wykorzy-
stano hodowle komérkowe niezmienionych
nowotworowo melanocytéw (HEM1 HEM2),
w ktorych nie zaobserwowano metylacji genu
RASSF1A [12].

Kolejnym genem ulegajagcym wyciszeniu za
posrednictwem metylacji wysp CpG w odnie-
sieniu do czerniaka jest gen MGMT. Produkt
tego genu — metylotransferaza metyloguani-
nowa — uczestniczy w naprawie zmodyfiko-
wanych zasad DNA. Enzym ten ma zdolnos$¢
usuwania grup alkilowych, np. metylowej
z pozycji O-6 guaniny. Wyciszenie omawianego
genu potwierdzili w swoim doswiadczeniu Liu
i wsp., wykorzystujac 20 linii komoérkowych
(MCCO005, MCC013, MCC070, MCCO80A,
MCCO080B, MCCO081, LOX, MCCO012A,
MCCO012F, MCC074, MCC046, MCCO066C,
MCCO069B, MCC072, MCC083, MCCO089,
A375, MCC063, MCC067, C8161.9). Jako
kontrole zastosowali linie komérkowg NHEM
(linia komoérkowa niezmienionych nowotwo-
rowo melanocytow noworodka). W 5 liniach
komoérkowych: LOX, MCC012A, MCCO12F,
MCCO072, C8161.9 stwierdzono hipermetyla-
cje genu MGMT [8].

Wyciszenie za posrednictwem metylacji wysp
CpG genu MGMT wykazali rowniez w omo-
wionych wczesniej badaniach Marini i wsp.
Stopienn metylacji w zaleznoSci od zmiany
chorobowej wynosit odpowiednio: czerniak
z przerzutami — 15%, czerniak w stadium bez
przerzutow — 64%, rak podstawnokomorko-
wy — 29%, przewlekte choroby skéry — 8%.
Nie stwierdzili natomiast hipermetylacji genu
MGMT w przypadku migsaka Kaposiego, zna-
mion barwnikowych i innych nowotworéw
[11].

Kolejnym zagadnieniem zwigzanym z epigene-
tyka czerniaka jest modyfikacja reaktywnosci
uktadu immunologicznego wzgledem komorek
melanoma. Modyfikacja ta opiera si¢ na zmia-

nie profilu ekspresji antygendéw na powierzchni
komoérek nowotworowych. W eksperymentach
wykazano, iz komorki pochodzace z linii czer-
niaka btony naczyniowej oka nie s3 wrazliwe
na dziatanie interferonu y. Nalezy zaznaczyc,
iz stan ten nie wynika z jakichkolwiek mutacji
punktowych, insercji czy delecji w obrebie ge-
néw HLA (genéw kodujacych antygeny zgod-
nosci tkankowej). Za opisywang modyfikacje
odpowiedzialna jest hipermetylacja rejonu
promotorowego lub sekwencji regulatorowych
potozonych powyzej (w kierunku 5’) promoto-
ra genu CIUTA (class II transactivator). Produkt
genu CIITA stanowi koaktywator transkrypcji
genéw MHC I [1].

Zaburzenia procesu metylacji zaobserwo-
wano rowniez w przypadku genéow CYP1B1
i DNAJC15, zwiazanych z metabolizmem kse-
nobiotykow [13]. Produkt genu CYP1B1 jest
elementem uktadu wieloczynnosciowej mo-
nooksydazy i bierze udziat w hydroksylacji
estrogenow oraz w metabolizowaniu prokance-
rogenéw [14]. Utrata ekspresji genu DNAJC15
koreluje natomiast ze zwiekszona odpornos-
cig na leki przeciwnowotworowe. Muthusamy
i wsp. w badaniach przeprowadzonych na no-
wotworowych liniach komérkowych (MelJuSo,
UACC 903, C8161, Neo6/C8161, WM1205,
Roth, Carney, WM455, WM35) wykazali brak
hipermetylacji genu CYP1B1 tylko w jednej li-
nii komoérkowej (UACC 903), a w przypadku
genu DNAJC15 w trzech (UACC 903, WM1205
Lu, WM455). W tym samym badaniu podda-
no réwniez analizie stopien metylacji genow
CYP1B1 i DNAJC15 w 20 preparatach tkanko-
wych pozyskanych od chorych na czerniaka.
Hipermetylacja genu CYP1B1 miata miejsce we
wszystkich badanych prébkach, a hipermety-
lacja genu DNAJC15 w potowie przypadkow
[13].

Proces hipermetylacji moze wptywaé rowniez
na tworzenie nowych ognisk czerniaka, czyli
powstawanie przerzutéow. Szczegdlne znacze-
nie przypisuje si¢ zmianie ekspresji genow
zwigzanych z czasteczkami adhezyjnymi, ta-
kimi jak kadheryny. Czasteczki te s3 odpo-
wiedzialne za prawidtowy kontakt i adhezje
komoérek w tkankach. Hipermetylacje genu
CDHS8 kodujacego kadheryne 8 zaobserwo-
wali Muthusamy i wsp. w 4 liniach: C8161,
Neo6/C8161, WM1205, Carney [13]. Liu
i wsp. wykazali natomiast nieprawidtowy sto-
pien metylacji genu kodujacego kadheryne 1
w przypadku tylko jednej linii komoérkowej
- LOX [8].
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Wyciszenie za posrednictwem metylacji wysp
CpG zaobserwowano takze w przypadku in-
nego genu SERPINBS, rowniez zwiazanego
z procesem przerzutowania. Gen ten koduje
maspine nalezaca do nadrodziny serpin — bia-
tek inhibitorobw enzymoéw  proteolitycznych.
Denk i wsp. wykazali zjawisko hipermetylacji

tego genu w przypadku wszystkich badanych
linii komoérkowych (Mel Im, Mel Wei, Mel Ju,
Mel Ho, SK Mel3, SK Mel28, HTZ19d) [15].
Podsumowanie informacji dotyczacych hiper-
metylacji wybranych gendéw majacych znacze-
nie w patogenezie czerniaka zawiera tabela I
[8,12,13,16,17,18,19,20].

Tabela I. Hipermetylacja wysp CpG wybranych genéw zwigzanych z patogeneza czerniaka

Table I. Hypermethylation of CpG islands of genes involved in the pathogenesis of melanoma

Gen Funkcja

% Metylacji

Badany materiat

Metoda

Zrédto

CDKN1B  regulacja cyklu

komoérkowego

0(0/12)

nowotworowe linie komérkowe (MeWo, WM-266-4,
WM-115, C32TG, MMAc, VMRC-MELG, GAK, A2058,
SK-MEL-28, HMV-I, G361, TK-Mel-1)

MSP

12]

9(4/45)

tkanka nowotworowa

MSP

[16]

proliferacja
i réznicowanie sie
komorek

APC

5 (1/20)

nowotworowe linie komérkowe (MCC005*, MCCO13,
MCCO070, MCCO80A, MCC080B, MCC08T, LOX,
MCCO12A, MCCO12F, MCC074, MCC046, MCC066C,
MCC069B, MCC072, MCC083, MCC089, A375,
MCC063, MCC067, C8161.9)

Q-MSP

(8]

15 (6/40)

tkanka nowotworowa

Q-MSP

(8]

HSPB6
apoptoza

100 (8/8)

nowotworowe linie komédrkowe (WW165*, YUGEN8*,
YULAC*, YUMAC*, YURIF*, YUSAC2*, YUSIT1*, YUSTE*)

MeDIP

(7]

remodeling

NPM2 chromatyny

50 (12/24)

tkanka nowotworowa

MeDIP

(V7]

mechanizmy

MGMT naprawy DNA

0(0/12)

nowotworowe linie komérkowe (MeWo, WM-266-4,
WM-115, (327G, MMAc, VMRC-MELG, GAK, A2058,
SK-MEL-28, HMV-I, G361, TK-Mel-1)

MSP

(12]

25 (5/20)

nowotworowe linie komérkowe (MCC005, MCCO13,
MCC070, MCCO80A, MCC080B, MCCO8T1, LOX*,
MCCO012A*, MCCO12F*, MCC074, MCC046, MCC066C,
MCCO069B, MCCO72*, MCC083, MCC089, A375,
MCC063, MCC067, C8161.9*)

Q-MSP

13 (5/40)

tkanka nowotworowa

Q-MSP

31(26/84)

tkanka nowotworowa

MSP

63 (26/41)

surowica

MSP

RUNX3 transkrypcja

25(3/12)

nowotworowe linie komérkowe (MeWo, WM-266-4*,
WM-115*, C32TG, MMACc, VMRC-MELG, GAK, A2058,
SK-MEL-28, HMV-1*, G361, TK-Mel-1)

MSP

hamowanie
odpowiedzi uktadu
odpornosciowego

ClITA

10(2/20)

nowotworowe linie komérkowe (MCC005, MCCO13,
MCC070, MCCO80A, MCC080B, MCC081, LOX*,
MCCO12A, MCCO12F, MCC074, MCC046, MCC066C,
MCC069B, MCC072, MCC083, MCC089, A375,
MCC063, MCC067, C8161.9%)

Q-MSP

(8]

macierz poza-

COLIAZ komorkowa

89(8/9)

nowotworowe linie komérkowe (MeljuSo*, UACC 903*,
(C8161*, Neo6,/C8161*, WM1205*, Roth*, Carney*,
\WM455, WM35*)

MSP

[13]

80 (16/20)

tkanka nowotworowa

MSP

[13]

63 (45/24)

tkanka nowotworowa

MeDIP

[17]

TIMPT  przerzutowanie

20 (4/20)

nowotworowe linie komorkowe (MCC005, MCCO13*,
MCCO70*, MCCO80A, MCC080B, MCC081, LOX*,
MCCO12A, MCCO12F, MCC074, MCC046, MCC066C,
MCC069B, MCC072, MCC083, MCC089, A375,
MCC063, MCC067, C8161.9)

Q-MSP

7,5(3/40)

tkanka nowotworowa

Q-MSP

(8]

PTEN  Sciezki sygnatowe

23(3/12)

nowotworowe linie komérkowe (MeWo*, WM-266-4,
WM-115, C32TG, MMAc*, VMRC-MELG, GAK, A2058,
SK-MEL-28, HMV-1*, G361, TK-Mel-1)

MSP

(12]

62 (23/37)

surowica

sekwencjonowanie

[19]

* linie komodrkowe, w ktorych wykazano metylacje badanego genu
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MODYFIKACJE HISTONOW

Histony stanowig grupe zasadowych biatek
odgrywajaca zasadnicza role w organizacji
struktury chromatyny. Biatka te moga ulega¢
potranslacyjnym modyfikacjom, ktére pole-
gaja na dofaczeniu dodatkowych czgsteczek
lub grup funkcyjnych, takich jak acetylowa,
metylowa, fosforanowa, ubikwityny, SUMO.
Modyfikacje te dotycza dwoch aminokwasow
budujgcych histony — argininy i lizyny. Wpltyw
takiej modyfikacji na ekspresje genow zwigza-
ny jest z dostepnoscia chromatyny dla kom-
plekséw transkrypcyjnych.

Aktywacja ekspresji gendéw zachodzi pod
wplywem procesu acetylacji, fosforylacji i me-
tylacji lizyny oraz argininy H3-K4, H3-K36,
H3-K79, a ponadto ubikwitynacji H2B-K120.

immunologiczng i tworzenie przerzutow. Sam
proces acetylacji katalizowany jest przez ace-
tylaze histonowa (histone acetylotransferase
— HAT). Proces odwrotny — deacetylacja — prze-
biega przy udziale deacetylaz histonowych (hi-
stone deacetylase activity — HDAC) [20]. Jak
dotad, w komorkach ssakéw zidentyfikowano
18 HDAC, ktore podzielono na cztery klasy
(tab. II) [23,24].

Nieprawidtowy stan acetylacji najlepiej zo-
stat scharakteryzowany w przypadku genow
zwigzanych z aktywacja wewngtrzpochodne-
go szlaku apoptozy [20]. Szlak ten rozpoczy-
na sie aktywacja biatek proapoptotycznych
Bax, Bak i ich oligomeryzacja, co powoduje
powstanie porow w zewnetrznej btonie mi-
tochondrium i uwolnienie biatek wewnatrz-

Tabela II. Charakterystyka HDAC
Table I1. Characteristics of HDAC

Klasa Izomer Lokalizacja
la HDAC1, 2 jadro komérkowe
Ib HDAC3 jadro komérkowe, cytoplazma
Ic HDAC 8 jadro komérkowe
lic HDAC4,5,7,9 jadro komérkowe, cytoplazma
I b HDAC 6 cytoplazma
HDAC 10 jadro komérkowe, cytoplazma
I SIRT (1-7) jadro komérkowe, cytoplazma, mitochondria
\Y HDAC jadro komérkowe, cytoplazma

Metylacja H3-K9, H3-K27, H4-K20 oraz ubi-
kwitynacja H2A-K119 dziataja hamujaco na
ekspresje [1].

Obecnie wiadomo, ze w patogenezie czernia-
ka odgrywa role gtoéwnie proces acetylacji,
a szczegoOlnie stan hipoacetylacji zwigzany z ge-
nami wplywajacymi na apoptoze, cykl komor-
kowy, sygnalizacje komorkowa, odpowiedZ

Biatka proapoptotyczne:
Bak, Bax

e~

mitochondrialnych, w tym cytochromu c
W cytoplazmie cytochrom ¢ razem z czynni-
kiem APAF-1 i prokaspazg 9 tworzg strukture
zwang apoptosomem. W wyniku powstania
apoptosomu dochodzi do aktywacji kaspazy 9,
co doprowadza do uruchomienia kaskady
kaspaz efektorowych (kaspaza 3, kaspaza 7)
i Smierci komorki (ryc. 4) [25].

!

Biatka antyapoptotyczne BCL

Prokaspaza 3

cytochrom ¢ + APAF-1
+ kaspaza 9

N e

APOPTOZA

Ryc. 4. Schemat wewnatrzpochodnego szlaku apoptozy [25].

Fig. 4. Schematic apoptosis pathway [25].
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Tabela lll. Wybrane geny zwigzane z acetylacja histonow
Table IlI. Selected genes associated with histone acetylation

Gen Funkcja Badana linia komdrkowa Zrédto
Me4405, Me1007, IgR3, Mel-FH, Mel-Rmu, Mel-RM,
Bak proapoptotyczna Mel-CV, MM200 [26]
Bim roaboptotvezna Me4405, Me1007, IgR3, Mel-FH, Mel-Rmu, Mel-RM, [26]
proapoptoty Mel-CV, MM200
TRAILR1 proapoptotyczna WM115, SK-Mel28, WM266, A375 [27]
Me4405, Me1007, IgR3, Mel-FH, Mel-Rmu, Mel-RM,
XIAP antyapoptotyczna Mel-CV, MM200 [26]
Me4405, Me1007, IgR3, Mel-FH, Mel-Rmu, Mel-RM, 26]
BCL-X antyapoptotyczna Mel-CV, MM200
WMT115, SK-Mel28, WM266, A375 [27]
, A2058, HMV-| [28]
CDKN1A kl ki k
cykikomorkowy A375, 591 [29]
A375, MeWo [30]
KU70 DNA
naprawa A375, MeWo, A549 31
CXCR4 przerzutowanie MK, MA, MB, MH, ME, MC, MG, MD, ME, MJ, MI [32]
MMP10 przerzutowanie A2058 [33]
RARB Sciezki sygnatowe A2058, HMV-I [28]

W tabeli III zawarto informacje dotyczace wy-
branych genéw, ktérych ekspresja regulowana
jest przez acetylacje histonow [26,27,28,29, 30,
31,32,33].

NOWE STRATEGIE LECZENIA CZERNIAKA ZWIAZANE
Z EPIGENETYKA

Leki wplywajace na nieprawidtowe zjawiska
epigenetyczne sa nadzieja na skuteczniejsza
walke z nowotworami. Obecnie prowadzi si¢

badania nad kilkoma strategiami zwigzanymi
z terapia epigenetyczna. Pierwsza strategia po-
lega na wykorzystaniu inhibitoréw deacetyla-
zy histonowej (histone deacetylase activity inhi-

bitors — HDACI). Zwigzki te nalezg do odmien-
nych grup chemicznych i posiadajg aktyw-
no$¢ wzgledem réznych klas HDAC (tab. 1V)
[24,34,35,36,37].

Tabela IV. Charakterystyka wybranych HDACi
Table IV. Characteristics of selected HDACi

Cel
Grupa Zwiazek Synonim dz(z’;ir:a Wzér strukturalny Zrodto
—HDAC)
Depakene,
z £ kwas walpro- Depakote,
] = — P Depakote ER, I, lla [24,34]
é < S y Depakote
S5 Sprinkle OH
522
£8= ONa
& £ maslan sodu - I, lla [24,34]
©
0
2 §° "|| —N
£ . MS-27-275, HoN N N\ /
> & entinostat MS-275, N 0 [24,34]
RS SNDX-275 0 H
<38
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Cel
Grupa Zwigzek Synonim dz(lka:’;asgla Wzér strukturalny Zrédto
- HDAC)
HoN

. . <O
& mocetinostat  MGCDO103 - >7I}I 0 [24,34]
s =\ A
S
N
5 7N
> J—
3
s
a4
<)
IS
<

tacedinaline Cl-994 - NH [34]

/ﬂ\ NH,
NH
0
AN N
0 H
Depsipeptide, A N~y
T Istodax,
romidepsin FK228. 0 [24,34]

Cykliczne tetrapeptydy

FR901228

trapoxin A - [34]

apicidin - [34]
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Cel
Grupa Zwigzek Synonim dz(lka:’;asr:a Wz6ér strukturalny Zrédto
- HDAC)
Vorinostat
suberoylanilide Suhbzrrc;);lgmlitie oH
hydroxamic V" LI Q N [2434]
: acid, N
acid \ H
(SAHA), \ o
Zolinza
. SN NN _-OH
trichostatyna A - [l o [24,34]
\T H3C
X /O H
‘ Y
LBH589  panobinostat |, 1I H [24,34]
N CHs
N
H
oo
g H \
<] belinostat PXD101 Il ! H [24,34]
£ N
< S
Ti O/ ko
=
g
@ ~ _OH
g Z |
S H
oxamflatin - - [34,35]
NH

O

0
OH
. LAQ824,
dacinostat NVP-LAQS24 Al %/\/N H [34,36]
N
H

. GCK1026 I 0
scriptaid - [24,34]
LAQ824

N

0 H
Pyroxamide - | N N [34]
= 0 H
N
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Cel
dziatania
(klasa
-HDAC)

Grupa Zwigzek Synonim

Wzér strukturalny Zrédto

tubacin - Ib

Pochodne kwasu hydroksamowego

HO

(34]

depudecin -

Epoksydy

[34,37]

Jeden z mechanizmoéw dziatania przeciwno-
wotworowego inhibitorow HDACi polega
na selektywnej inicjacji w komoérkach no-
wotworowych procesu apoptozy na drodze
mitochondrialnej oraz aktywacji receptoréow
Smierci. Doktadny mechanizm tego procesu
nie zostat jeszcze catkowicie poznany, ale
przypuszcza sieg, iz HDACi moga wptywac na
aktywacje receptoréow dla TNF (tumor necro-
sis factor — czynnik martwicy nowotworow)
oraz znosi¢ nadekspresje genéw kodujacych
biatka antyapoptyczne: BCL-X i BCL2 [34,
38].

Ponadto pod wptywem HDACi w komor-
kach zmienionych nowotworowo dochodzi
do akumulacji reaktywnych form tlenu [39].
HDACi wptywaja réwniez na regulacje cyklu
komorkowego przez blokowanie tego procesu
w punkcie G1/S. Wynika to z oddziatywania
tej grupy lekéw na geny kodujace: biatko p21
oraz cykliny CDK2 i CDK4 [34,38]. Przypusz-
cza sie, iz HDACi moga dziata¢ antyangiogen-
nie i hamujaco na powstawanie przerzutow
przez modulowanie ekspresji genow koduja-
cych: VEGF (vascular endothelial growth factor
— czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego),
bFGF (basic fibroblat growth factor — czynnik
wzrostu fibroblastow), czynnik indukowany
niedotlenieniem HIF-1a (hypoxia-inducible
factor-10), angiopoetyny, srodbtonkowg syn-
taze tlenku azotu, metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej i tkankowe inhibitory
metaloproteinaz [23,34,40,41].

Istnieje coraz wiecej dowodow, iz HDACI
moga zwiekszy¢ immunogennosé komorek no-
wotworowych przez wptyw na ekspresje czg-
steczek gtownego uktadu zgodnosci tkanko-
wej (major histocompatibility complex - MHC),
czasteczek CD40, CD80 i CD86 oraz biatek
adhezyjnych (intracellular adhesion molecule
- ICAM) [34,42].

Zwiazkami z grupy HDACI, ktore probowano
zastosowaé w badaniach klinicznych w terapii
epigenetycznej czerniaka, sa np. kwas wal-
proinowy, FR901228, MS-275 i SAHA [20].
W badaniach klinicznych I i II fazy wykona-
nych przez Daud i wsp. na pacjentach z diag-
nozowanym czerniakiem w stadium IV (we-
dtug AJCC - American Joint Committee on
Cancer) w przedziale wiekowym 29-89 lat,
z wykorzystaniem ro6znych kombinacji kwa-
su walproinowego (w dawkach 3-90 mg/kg/
dobe) z karenitecin (KTN, zwigzek z grupy in-
hibitoréw topoizomerazy I, w dawce 0,8 oraz
1 mg/m?/dobe) wykazano, iz maksymalna to-
lerowana dawka kwasu walproinowego wyno-
sita 75 mg/kg/dobe w kombinacji z 1 mg/m?/
dobe KTN. Stabilizacje choroby obserwowano
u 39% (13 z 33) badanych pacjentow [43].
Innym przyktadem badania klinicznego z wy-
korzystaniem HDACi w terapii nowotworow
jest praca Munster i wsp., ktorzy w badaniach
[ fazy zastosowali kombinacje vorinostatu
(w dawkach: 400, 600, 800 i 1000 mg) z do-
ksorubicyng (w statej dawce 20 mgm?) u 32
pacjentoéw cierpigcych na r6znego typu nowo-
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twory (m.in. raka ptuc, piersi, okreznicy, pro-
staty, trzustki, miesaka, czerniaka). U 2 na 6
pacjentéow chorych na czerniaka obserwowa-
no stabilizacje choroby [44].

Drugg grupa lekéw majacych potencjalne
znaczenie dla przysztosci terapii epigenetycz-
nej czerniaka sa inhibitory metylotransferaz
DNA (DNMTi). Naleza do nich zwiazki be-
dace analogami nukleozydu pirymidynowego
(np. 5-azacytydyna i jej pochodna 5-aza-2-
-deoksycytydyna zebularine-(1-(B-D-ribofura-

W terapii epigenetycznej czerniaka z zasto-
sowaniem DNMTi w badaniach klinicznych
prébuje sie wykorzysta¢ potaczenie tej grupy
zwigzkoéw z interferonem a-2b (rekombino-
wanym lub pegylowanym), temozolomide lub
panobinostatem - inhibitorem proteosmoéow
[20].

Przyktady lekow zwigzanych z terapia epigene-
tyczna czerniaka wykorzystywanych w bada-
niach klinicznych zawarto w tabeli V [20,48,
49,50,52,52,53,54,55,56,57,58,59].

L [
N| XN @ —0O
N
NH
o okN o HO o N o ¥ /
OH R OH OH
RG108
5-azacytydyna (R=OH), zebularine
5-aza-2-deoksycytydyna
(R=H) 0
OH
O/\/N\/
OH
HO o O HoN
O OH prokaina
HO o OH OH
o OH
o 0
OH
OH HO OH
EGCG NSC 14778

Ryc. 5. Wzory strukturalne wybranych DNMTi [45,46].
Fig. 5. Structural formulas of selected DNMTi [45,46].

nosyl)-2(1H)-pyrimidinone) oraz zwigzki nie-
bedace analogami nukleozydéw, np. prokaina,
RG108, NSC14778, EGCG (ryc. 5) [45,46].
Mechanizm dziatania DNMTi bedacych ana-
logami nukleozydu pirymidynowego polega na
wbudowaniu si¢ w miejsce cytydyny, co unie-
mozliwia tym samym metylacje DNA (5-azacy-
tydyna i 5-aza-2-deoksycytydyna zawiera atom
azotu w pozycji 5°, zamiast atomu wegla).
Zwiazki niebedace analogami nukleozydow
dziataja wedlug odmiennych mechanizmoéw:
RG108 i EGCG blokuja miejsce aktywne
DNMT, natomiast prokaina maskuje sekwen-
cje docelowa w tancuchu DNA, chronigc jg
w ten sposéb przed metylacijg (ryc. 6) [47].

. DNMT
miejsce aktywne

5-azacytydyna
|

v

5-aza-2-deoksycytydyna

T~ RG108, EGCG

zebularine

Ryc. 6. Mechanizmy dziatania DNTMi [47].

Fig. 6. Mechanisms of DNTMi action [47].
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Tabela V. Przyktady lekow epigenetycznych w terapii czerniaka wykorzystywanych w badaniach klinicznych

Table V. Examples of epigenetic drugs in the treatment of melanoma used in clinical trials

Kombinacja z inng

Molekuta Typ nowotworu Faza badania . . Zrédto
substancja leczniczg
czermiak | rekomme\;v_azng interferon (20,48]
5-azacytydyna - —
—
s Vidaza czerniak (Il lub IV stopiefi . .
2 ( ) wedtug AJCC), rak nerki | rekomban\gl_azng interferon [20,49]
> (IV stopier wedtug AJCC)
o
5 czerniak [, 1l pegylowany interferona-2b  [20,50,51]
= 5-azacytydyna czerniak [ temozolomide [20,52]
(Dacogen, Decitabine) ;
czerniak z przerzutami [ temoquomlde, [20,53]
panobinostat
kwas walproinowy
(Depakote, Depakote czerniak [ karenitecin [20,54]
ER, Depakene,
Depacon, Stavzor)
FR901228 czerniak (1l lub IV stopief ' B [20,55]
O (Romidepsin) wedtug AJCC) '
3 MS-275 (Entinostat,
T SNDX-275, czerniak z przerzutami Il - [20,56]
S BAY86-5274)
% czerniak, rak
- niedrobnokomaérkowy ptuca, ) [20,57]
SAHA rak trzustki, chtoniak NP1-0052
— Suberoylanilide . —
hvdroxamic acid czerniak, rak ptuc, rak piersi,
(Vo):inostat Zolinza) rak okreznicy, rak prostaty, I doksorubicyna [58]
' rak trzustki, miesak
czerniak z przerzutami I - [20,59]

PODSUMOWANIE

Trzeba zaznaczy¢, iz problemem pozostajg jed-
nak skutki uboczne wynikajace z toksyczno-
$ci inhibitorow HDAC i DNMT oraz ich brak

oddziatywania na konkretne geny. Oczekuje
sie, ze polaczenie leczenia inhibitorami HDAC

i DNMT ze standardowg chemio- i radiotera-

pia przyniesie sukces w terapii nowotworow,
szczegblnie w stadiach ze znacznym zaawan-
sowaniem choroby [20].
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