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Modyfikacje epigenetyczne jako potencjalne
cele terapii antynowotworowych

Epigenetic modifications as potential targets
of anti-cancer therapy
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STRESZCZENIE

Epigenetyka zajmuje si¢ badaniem cech dziedzicznych, ktoére nie zalezg bezpo-
srednio od sekwencji nukleotydowej w DNA, ale sg rezultatem modyfikacji
biochemicznych na ekspresje wybranych genow. Poczatkowo uwazano, ze eks-
presja gendéw zalezy tylko od informacji zapisanej zawartej] w sekwencji DNA,
z czasem okazato sie, ze liczne modyfikacje bedace rezultatem dziatania réznych
grup enzymow, w tym metylaz, demetylaz, acetylaz czy deacetylaz, wplywaja na
regulacje tego procesu, a zaburzenia regulacji aktywnosci tych enzyméw moga
prowadzi¢ do wystgpienia i rozwoju m.in. nowotwordéw. Epigenetyczny aspekt
rozwoju transformacji nowotworowej wskazuje na obnizenie globalnego pozio-
mu metylacji DNA oraz podwyzszenie poziomu metylacji w obrebie promoto-
row gendw supresorowych, co znaczaco uposledza represj¢ nowotworzenia.
Dodatkowo, modyfikacje biatek histonowych, opierajace si¢ na dysregulacji
procesow acetylacji—deacetylacji i metylacji—demetylacji, prowadza do nadeks-
presji gendw zaangazowanych w rozwoj kancerogenezy. Opisane zostaly liczne
przyktady zaleznosci wystapienia nowotwordw, m.in. raka sutka, stercza czy
okreznicy od wystapienia danej modyfikacji reszt aminokwasowych biatek hi-
stonowych, w tym gtownie histonu H3. Z takich tez przyczyn podejmowane sa
proby zastosowania terapii odwracajacych negatywny skutek wybranych mody-
fikacji, np. poprzez demetylacjc DNA (leki demetylujace DNA) czy re-
acetylacje reszt lizynowych histonéw (inhibitory deacetylaz histonow). W nieda-
lekiej przysztosci epigenetyka najprawdopodobniej umozliwi skuteczne leczenie
czesci chorob nowotworowych, aczkolwiek konieczne sg dalsze badania wptywu
modyfikacji enzymatycznych na mechanizm rozwoju kancerogenezy.
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ABSTRACT

Epigenetics analyses inherited characteristics not directly connected to the DNA
nucleotide sequence. It investigates the relationships between biochemical modi-
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fications and the expression of selected genes. Initially, it was thought that gene expression depends on infor-
mation encoded in the DNA sequence. However, it was discovered that the activity of many enzymes like
methylases, demethylases, acetylases, deacetylases is necessary to regulate this process and its dysregulations
may lead to e.g. cancer initiation and progression. Epigenetics has an impact on neoplastic transformation by
reducing the global level of DNA methylation and increasing the methylation level within tumour suppressor
gene promoters, which significantly impairs the repression of carcinogenesis. Additionally, modifications of
histone proteins, based on disorders of acetylation-deacetylation and methylation-demethylation processes, may
lead to overexpression of genes involved in cancer development. Numerous examples have been described,
among others breast, prostate and colon cancers, depending on the modification of histone amino tails, primarily
of histone H3. For such reasons, the possibility of using many therapies which can reverse the negative effect of
these madifications by e.g. DNA demethylation (DNA demethylating drugs) or re-acetylation of histone lysine
resides (histone deacetylase inhibitors) is examined. In the near future, epigenetics probably will allow the effec-
tive treatment of some cancer diseases, although further research on the impact of enzymatic modifications on

the development of carcinogenesis is still needed.
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WSTEP

Powstawanie i rozwo6j nowotworéw sa skutkiem nie-
prawidlowej ekspresji gendéw. Ekspresja genow to
przede wszystkim wynik odczytu zapisu informacji
zawartej w sekwencji DNA, ale moze by¢ tez regulo-
wana w nastepstwie zmian epigenetycznych, obejmu-
jacych takie procesy, jak metylacja DNA, modyfikacje
biatek histonowych czy interferencja RNA. Epigene-
tyka zaktada istnienie kodu histonowego, ktory wska-
zuje, ze zmiany w strukturze chromatyny prowadza do
réznic w poziomie ekspresji gendw, co reguluje roz-
maite procesy komorkowe. Wzory tych chromatyno-
wych modyfikacji sg dziedziczone i przekazywane
do komorek potomnych [1]. Chromatyna jest interfa-
zowa postacig chromosomdéw, nukleoproteinowym
kompleksem zbudowanym z helisy DNA, biatek hi-
stonowych i niehistonowych. Strukturalnie moze
przybieraé posta¢ rozluzniong — euchromatyne, umoz-
liwiajacg docieranie czynnikéw transkrypcyjnych
(umozliwia inicjacj¢ transkrypcji wybranych genéw),
oraz posta¢ skondensowana — heterochromatyne, nie-
aktywng transkrypcyjnie. Zmiany epigenetyczne
obejmujace dysregulacje ekspresji genow, mutacje
W obrgbie onkogendw, gendw supresorowych czy tzw.
gendéw naprawy DNA moga przyczyniaé si¢ do nie-
stabilno$ci genetycznej, transformacji nowotworowej
i rozwoju licznych nowotworow. Nowotwor ma zdol-
no$¢ do gromadzenia epimutacji, ktéore umozliwiaja
utrzymywanie wysokiego tempa proliferacji, zdolno-
sci do metastazy oraz wiasciwoSci antyapoptotycz-
nych [2,3].

Modyfikacje epigenetyczne DNA

Zmiany w poziomie ekspresji genéw byty poczatkowo
opisywane jako wynik metylacji regionow promoto-

rowych. Metylacja nalezy do najtrwalszych modyfika-
cji biochemicznych. Prowadzi do wyciszenia ekspresji
gendw poprzez dwa mechanizmy: blokowanie przyla-
czania koaktywatoréw transkrypcji oraz przytaczanie
biatek MBD (methyl-CpG-binding domain) wiazacych
grupy metylowe. Enzymami przenoszacymi grupy
metylowe w pozycje 5-cytozyny w regionach CpG
(dinukleotyd cytydyna—fosforan—guanozyna) sg mety-
lotransferazy DNA — DNMT (DNA methyltransferase)
[4,5].

Wyroznia si¢ cztery rodzaje enzymoéw DNMT:
DNMT1, DNMT2, DNMT3A i DNMT3B. Metylo-
transferaza DNMT1 jest odpowiedzialna za powiela-
nie wzoré6w metylacji DNA na nowo syntetyzowang
ni¢ podczas replikacji. Charakteryzuje si¢ silng prefe-
rencjg do hemimetylowanego DNA. Enzym DNMT2
jest zaangazowany w utrzymywanie wzorOw metyla-
cji. Znakowanie grupami metylowymi de novo jest
mozliwe dzigki enzymom DNMT3A i DNMT3B.
Szczegdlnym przyktadem metylacji jest unieczynnie-
nie jednego z alleli genu podczas gametogenezy, no-
szgce nazwe imprintingu genowego (matczyny lub
ojcowski). W przypadku transformacji howotworowej
zauwazalne sg zaburzenia homeostazy poziomu mety-
lacji poprzez hipometylacj¢ globalng genomu oraz
hipermetylacj¢ specyficzna dla miejsc promotorowych
gendéw supresorowych nowotworow [3,5,6].

Modyfikacje epigenetyczne histonow

Druga grupa modyfikacji elementéw chromatyny sa
modyfikacje potranslacyjne reszt aminokwasowych
histonow. Histony sa bialkami zasadowymi (ze
wzgledu na przewage argininy i lizyny), zdolnymi do
niekowalencyjnego wigzania si¢ z helisa DNA.
Ze wzgledu na réznice w sktadzie aminokwasowym,
masie czasteczkowej 1 wielko$ci tadunku wyréznia si¢
pi¢¢ typow histonow: H1, H2A, H2B, H3 i H4. Typy
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H2A, H2B, H3 i H4 uznawane sg za histony rdzenio-
we 1 wspottworza oktamer histonowy, wokot ktorego
owinieta jest helisa DNA (o dlugosci 146-147 pz),
natomiast typ H1 umozliwia formowanie struktur
chromatynowych o wyzszej rzgdowosci. W budowie
strukturalnej wigkszosci histonéw wyrdznia si¢ trzy
podstawowe elementy: domeng globularng (najbar-
dziej konserwatywng) oraz dwa konce — N-aminowy
i C-karboksylowy, ktore moga podlegaé¢ rdéznym
modyfikacjom, w tym acetylacji, fosforylacji, ubikwi-
tynacji, metylacji, ADP-rybozylacji, sumoilacji, przez
co przyczyniajg si¢ do generacji aktywnej badZ nieak-
tywnej chromatyny [5,7,8].

Do najczgsciej opisywanych modyfikacji nalezy ace-
tylacja. Acetylacja reszt lizyny w N-koncowych do-
menach histonu obniza ich dodatni fadunek, przez co
rozluznia si¢ wigzanie DNA-histon. Umozliwia to
przylaczanie czynnikow trans do wybranych sekwen-
cji DNA, inicjacj¢ transkrypcji oraz zaburzenie zwija-
nia N-koncow histonu, co blokuje kondesacje chroma-
tyny [2]. Acetylacja jest procesem odwracalnym
i przeprowadzanym przez enzym — acetylotransferaze
histonéw HAT (histone acetyltransferase) przy udzia-
le donora grup acetylowych, jakim jest acetylo-CoA.
Odwrotny proces jest rezultatem dziatania deacetylaz
histonow nazywanych HDAC (histone deacetylase).
Powigzanie tych odwracalnych modyfikacji ze zmia-
nami w ekspresji genow przyczynito si¢ do uznania
HAT jako koaktywatorow, a HDAC jako korepreso-
row transkrypcji. Najlepiej poznang grupa ludzkich
acetylaz jest rodzina GNAT (Gcn5-related-N-acetylo-
transferase). Zalicza si¢ do niej dwa biatka: PCAF —
— acetylowane przez inng rodzine acetylaz CBP/p300
(CBP/p300-associated factor), oraz Gcnb5 (general
control non-derepressible 5). Acetylotransferazy mo-
duluja aktywno$¢ m.in. biatka p53, czynnikow tran-
skrypcyjnych, w tym TFIIB i TFIIF (transcription
factor 1B i lIF) oraz biatek niehistonowych z rodziny
HMG (high-mobility group). Acetylazy i deacetylazy
sg zaangazowane w utrzymanie homeostazy organi-
zmu poprzez stymulowanie wzrostu komorek, rézni-
cowanie miotubul, proliferacj¢ adipocytow czy regu-
lacj¢ kurczliwosci miofilamentéw [9,10].

U czlowieka zidentyfikowano 18 genoéw kodujacych
deacetylazy ipodzielono je na cztery podstawowe
klasy: HDAC I, II, 1T i IV, z ktorych I, 11 i IV, zali-
czane s3 do klasycznych HDAC. Posiadaja one dome-
ne katalityczng z jonami Zn®*, a ich dziatanie moze
byé blokowane przez zwiazki chelatujace Zn”'.
Z kolei klasa III jest szczegdlnym przypadkiem sirtui-
nowych enzyméw SIRT, ktére wymagaja kofaktora
w postaci NAD" (dinukleotyd nikotynoamidoadeni-
nowy), przez co sa niewrazliwe na dziatanie inhibito-
row HDAC (HDACi) [11,12]. Podstawowa funkcja
klasycznych HDAC jest regulacja transkrypcji przez
deacetylacje histonow oraz wigzanie biatek i czynni-
kow transkrypcyjnych. W procesach nowotworowych

enzymy HDAC I i II odpowiadaja za proliferacje
komorek, mobilnos¢, potencjal metastatyczny oraz
oporno$¢ na chemioterapi¢. W przypadku klasy Il —
— enzymoéw SIRT — potwierdzony jest ich udziat
W procesach zwigzanych ze starzeniem. Dodatkowo
wysoki poziom SIRT typu 1 utrzymuje wzrost guzow
litych, a uposledzenie jego aktywno$ci prowadzi do
zatrzymania proliferacji, indukuje apoptoze i wzbudza
na nowo ekspresje wyciszonych wczesniej genow
supresorowych nowotworow [3,13].

Nie tylko acetylacja, ale rowniez fosforylacja prowa-
dzi do wzmozonej ekspresji gendw przez rozluznienie
struktury chromatyny. Fosforylacja jest wynikiem
dziatania kinazy p34cdc2 (homolog MPF), kinaz ak-
tywowanych stresem i mitogenami (MSK1) oraz kina-
zy Aurora B i obejmuje modyfikacje reszt seryny
i treoniny. Proces ten wplywa na stopien kondensacji
chromatyny w czasie mitozy. Rozpoczyna si¢ w poz-
niej fazie przedpodziatowej — G2 lub profazie podzia-
towej i obejmuje modyfikacje reszt serynowych (S)
w pozycji 10 i 28 histonu H3. Hiperfosforylacja reszt
aminokwasowych przez zastosowanie wysokiej tem-
peratury doprowadza do przedwczesnej kondensacji
chromatyny PCC (premature chromatin condensa-
tion), adefosforylacja umozliwia dekondensacje
i rozpoczyna si¢ w anafazie podziatowej [14,15,16].
Na patogeneze rdéznego typu chorob wptywa metyla-
cja biatek histonowych. Wzdér metylacji jest bardzo
stabilny i1 utrzymuje si¢ przez kolejne podziaty ko-
morkowe dzigki aktywnos$ci metylotransferazy histo-
now HMT (histone methyltransferase) przenoszacej
grupe metylowa z S-adenozynometioniny na resztg
lizyny lub argininy. Enzym ten metyluje de novo syn-
tetyzowane histony, gdy w ich poblizu sa juz zmety-
lowane histony. Zmetylowane reszty sa miejscem
rekrutacji réznych biatek, w tym HP1 (heterochroma-
tin protein) utrzymujgcego stan chromatyny nieak-
tywnej transkrypcyjnie czy biatek z rodziny ING (in-
hibitor of growth family), ktére uznawane sg za geny
supresorowe nowotworow. Reszty lizynowe histonow
moga by¢ mono-, di- oraz trimetylowane. Enzymy
HMT zaliczane sa do trzech podstawowych grup, tj.
metylotransferaz zawierajacych SET-domene, lizyno-
wych metylotransferaz Dotl-podobnych i arginino-
wych metylotransferaz [3,8,17]. Metylacja dwoch
reszt w ro6znych pozycjach w tym samym typie histo-
nu niekoniecznie musi dawac ten sam efekt. Przykta-
dowo, metylacja reszty lizyny (K) histonu H3 w pozy-
cji 4 (H3K4) aktywuje transkrypcje, w pozycji 36
(H3K36) utrzymuje elongacje transkrypcji, w przeci-
wienstwie do metylacji lizyny w pozycjach 9 i 27
(H3K9, H3K27), ktora prowadzi do represji tran-
skrypcji [18].

Pomimo stabilnosci tych modyfikacji w organizmie
odkryto enzymy mogace spehiaé¢ czesciowe funkcje
demetylujace: PADI4 (peptidyl arginine deiminase 4),
LSD-1 (lysine-specific demethylase 1) oraz JMJD
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(JmjC-domain-containing histone demethylase). En-
zym PADIA4 jest zalezny od jonéw wapnia i odpowia-
da za przemiang argininy do cytruliny. W przypadku
przylaczenia si¢ do niego deacetylazy HDAC-1, moz-
liwa jest jednoczesna demetylacja i deacetylacja hi-
stonow. Kolejny enzym, LSD-1, ma zdolno$¢ usuwa-
nia grupy metylowej z mono- i dimetylowanej lizyny
przez oksydacj¢ aminy przy uzyciu kofaktora FAD
(dinukleotyd flawinoadeninowy). Poczatkowo uwaza-
no, ze niektdre wzory metylacji sa nieodwracalne,
m.in. trimetylacja H3K4. Jak si¢ jednak okazato,
istnieje enzym JMJD zdolny do usuwania grup trime-
tylowych w wyniku reakcji oksydacji, a kofaktorami
tej reakcji sa jony zelaza (II) oraz a-ketoglutaran [19,
20,21].

Podloze epigenetyczne choréb nowotworowych

Szczegdtowa wiedza dotyczaca modyfikacji epigene-
tycznych chromatyny moze by¢ przydatna do oceny
ryzyka wystgpienia i progresji nowotworow oraz sku-
tecznosci podjetego leczenia. Komodrki nowotworowe
charakteryzuja si¢ widocznymi zmianami we wzorze
metylacji DNA oraz zmianami w aktywnosci enzy-
méw odpowiedzialnych za modyfikacje biatek histo-
nowych.

Hipermetylacja DNA w locus DIRAS3 (DIRAS3)
wiaze si¢ z ryzykiem raka jajnikow, sutka i pecherzy-
kowatego tarczycy, w locus ZACN — z rakiem jajni-
kow, w locus MEST — z glejakiem wielopostaciowym,
w locus IGF2-H19 (H19) — z kostniakomigsakiem,
guzem Wilmsa, rakiem okreznicy, rakiem watrobo-
wokomérkowym  oraz  nowotworem  jajnikow,
a w locus KCNQ1 (KVDMR, CDKN1C) — z rakiem
okreznicy 1 biataczkg. Natomiast hipometylacja
w locus IGF2-H19 (DMRO) prowadzi do raka okrez-
nicy, pecherza, jajnikéw, sutka, kostniakomigsaka
i guza Wilmsa, w locus IGF2R — do kostniakomigsa-
ka, a w locus L3MBTL — do nowotworéw szpiku
kostnego [6].

W przypadku biatek histonowych najczgsciej opisy-
wany jest udziat zaburzen proceséw acetylacji i mety-
lacji reszt aminokwasowych w rozwoju nowotworow.
Poziom acetylacji histonow moze by¢ modyfikowany
na poziomie aktywnosci enzymoéw HAT poprzez wi-
rusowe onkoproteiny E1A pochodzenia adenowiruso-
wego oraz duzy T-antygen pochodzacy z poliomawi-
rusa SV40. Mutacje w tych genach moga prowadzi¢
do rozwoju zespolu Rubinstein-Taybiego, nowotworu
jelita grubego i zotadka, glejakow, biataczek i zespo-
16w mielodysplastycznych.

W przypadku HDAC bardzo czesto dochodzi do ich
nieprawidlowego laczenia z biatkami fuzyjnymi bia-
faczki PML-RARa (fuzja genu biataczki promielocy-
tarnej z receptorem kwasu retinowego alpha), PLZF-
-RARa (fuzja genu palca cynkowego biataczki pro-
mielocytarnej z receptorem kwasu retinowego)

i AML1-ETO (fuzja genu ostrej biataczki mieloidal-
nej z genem nowotworu mieloidalnego 8), przez co
chromatyna utrzymywana jest w postaci nieaktywnej
transkrypcyjnie [22,23,24].

W odniesieniu do poszczegbdlnych klas HDAC nad-
ekspresja enzymow moze prowadzi¢ w przypadku
klasy I do rozwoju nowotworéw zotadka (HDACI,
HDAC2, HDAC3), trzustki (HDACI), okreznicy
(HDAC1, HDAC2, HDAC3), stercza (HDACL,
HDAC2, HDAC?3), watrobowo-komorkowego
(HDACY1), szyi (HDAC?2) i dziecigcej neuroblastomy
(HDACS), a w przypadku klasy Il do rozwoju nowo-
tworow sutka (HDAC4), okreznicy (HDACS,
HDAC7) i raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej
(HDACS6) [13]. Zaburzenia rownowagi miedzy ak-
tywnoscia enzymatyczng HAT 1 HDAC przyczyniaja
si¢ takze do rozwoju chordéb nienowotworowych,
m.in. cukrzycy (hiperacetylacja promotoréw gendéw
zapalnych — TNFa, COX2), astmy (zwigkszona ak-
tywnos¢ HAT i zmniejszona aktywnos¢ HDAC)
[25,26].

Rownoczesne wystgpienie acetylacji i metylacji moze
zwicksza¢ ryzyko rozwoju ztosliwego fenotypu nowo-
tworu, np. w przypadku raka stercza. Wykrycie wyso-
kiego poziomu acetylacji w pozycjach H3K18, H3K9
wraz z dimetylacja w pozycji H3K4 umozliwia roz-
roéznienie kancerogennej i nieztosliwej tkanki stercza
(pozwala rozr6zni¢ grupy ze zwickszonym ryzykiem
nawrotu raka stercza po pierwotnym wyleczeniu).
Pacjenci z niskim poziomem tych dwoch modyfikacji
cechuja si¢ gorszym rokowaniem w stosunku
do pacjentow z wysokim poziomem modyfikacji.
Enzymem metylujacym H3K9 jest RIZ1/PRDM2
(retinoblastoma-interacting zinc-finger protein 1/PR
domain zinc finger protein 2). Metylaza RIZ1/PRDM2
ma zdolnos$¢ supresji nowotworzenia w nowotworach
sutka, raka watrobowokomodrkowego oraz zotadka [8,
27]. Metylacja innej reszty lizyny — H3K4 — jest wido-
czna jako rezultat obnizenia ekspresji demetylazy DM5B
w zaawansowanych stadiach czerniaka skornego.
Zaburzenia metylacji w przypadku czerniaka moga
manifestowaé si¢ takze podwyzszeniem poziomu
metylacji w pozycji H3K27 w wyniku dziatania en-
zymu EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), co umoz-
liwia supresj¢ bialka p16 (szybki wzrost nowotworu),
a takze supresj¢ E-kadheryny (naciekanie sasiednich
tkanek) [4]. Enzym EZH2 jest metylotransferazg za-
wierajgca domene SET katalizujacg di- i trimetylacje
H3K27. Jej mutanty zostaly wykryte w przypadku
chtoniakéw pecherzykowatego i B-komoérkowego,
a nadekspresja jest widoczna m.in. w chioniakach,
raku stercza, raku okreznicy, zotadka, pgcherza i sut-
ka, sugerujac, ze EZH2 moze by¢ onkogenem. Wyla-
czenie EZH2 blokuje wzrost i inwazj¢ komorek szpi-
czaka oraz komorek raka stercza. Usunigcie EZH2
obniza tempo proliferacji, zapobiega przejsciu z fazy
G2 do M cyklu oraz prowadzi do ekspresji genu su-
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presorowego BRCAL (breast cancer 1), co pozytyw-
nie wpltywa na zapobieganie rozwojowi raku sutka [3].
Ocena trimetylacji w pozycji H3K27 moze by¢ takze
uzyteczna w prognozowaniu rozwoju raka plaskona-
btonkowego przetyku. W przypadku nowotworu prze-
tyku poziom tej modyfikacji w wyniku nadekspresji
EZH2 jest wigkszy niz w prawidtowe] btonie sluzowe;j
przetyku [28].

W trakcie progresji nowotworow: watrobowo-Ko-
morkowego, stercza i pluc wykrywalny jest wzrost
poziomu ekspresji metylotransferazy G9a odpowie-
dzialnej za metylacje w pozycji H4K9. Znaczaca na-
dekspresja enzymu SMYD3 (SET and MYND domain
containing 3) uczestniczacego w metylacji w pozycji
H3K4 jest zauwazalna w opisywanych przypadkach
nowotworow okreznicy, sutka, watroby i okreznicy
[29]. Brak rownowagi w aktywnosci enzymow mety-
lujacych-demetylujacych przyczynia si¢ do wystapie-
nia zespotu Sotosa, poprzez obnizenie poziomu trime-
tylacji w pozycjach H4K20 i H3K36 wskutek obnizo-
nej aktywnosci NSD1 (nuclear receptor SET domain
containing protein-1), czy choroby Huntingtona —
— poprzez spadek trimetylacji w pozycji H4K9
i wzrost w pozycji H3K27 wynikajacy ze zwigkszonej
aktywnosci metylotransferazy ESET (ERG-associated
protein with SET domain) [26].

Metody wykrywania modyfikacji epigenetycznych

Ze wzgledu na opisany znaczacy wpltyw modyfikacji
epigenetycznych na zaburzenia prawidtowego funk-
cjonowania organizmu, niezbedne stato si¢ opracowa-
nie metod diagnostycznych umozliwiajacych wykry-
wanie tego typu zmian. Najwigcej technik umozliwia
ocen¢ zmian w metylacji DNA. Techniki te wykorzy-
stuja m.in. trawienie restrykcyjne, reakcje tancucho-
wej polimerazy, rozdziat elektroforetyczny, hybrydy-
zacje z mikromacierzami badz dodatek dwusiarczanu
sodowego.

Jednostopniowy metylacyjno-specyficzny PCR (one-
step methylation-specific PCR — OS-MSP) wykrywa
zmetylowane DNA w obrebie miejsc promotorowych
genéw, np. GSTP1, RASSF1A i RARB2 w surowicy
pacjentéw z inwazyjnym rakiem sutka [30]. Potacze-
nie technik analizy restrykcyjnej oraz amplifikacji jest
podstawa technik MS-AP-PCR (methylation-sensitive
arbitrarily primed PCR) czy REP (restriction enzyme
PCR). Do trawienia restrykcyjnego moga zostaé wy-
korzystane m.in. restryktazy Hpal, Mspl czy Rsal.
Pierwszy enzym umozliwia cigcie DNA w miejscach
metylacji, drugi — w miejscach niezmetylowanych,
trzeci za$ zapobiega powstawaniu artefaktow podczas
amplifikacji. Uwidocznienie na elektroforegramie
produktu po trawieniu z udzialem pierwszego enzymu
lub brak produktu po trawieniu drugim enzymem
$wiadczy o metylacji fragmentu DNA. Metoda ta
umozliwia wykrycie fragmentow DNA o zmienionym

wzorze metylacji. Metylowrazliwe restryktazy sa
takze stosowane w przypadku analizy metylacji ge-
nomu technika mikromacierzy DMH (differential
methylation hybridisation). Na ptytki do oznaczania
nanosi si¢ kilka tysiecy jednoniciowych fragmentow
CpG. Badane probki DNA poddaje si¢ trawieniu,
amplifikacji i znakowaniu barwnikami fluorescencyj-
nymi (w celu rozréznienia produktéw pochodzacych
z tkanki prawidlowej badz nowotworowej), a nastep-
nie nanosi na mikromacierze wysp CpG. Ze wzgledu
na zastosowanie réznych barwnikéw sygnat zolty
widoczny jest w zmetylowanych sekwencjach (wyste-
powanie w obu tkankach), natomiast czerwony
w tkance nowotworowej [31]. Do technik wykorzystu-
jacych dwusiarczan sodowy oraz amplifikacje¢ PCR do
oceny metylacji DNA zalicza¢ mozna MSP (methyla-
tion-specific PCR) i BSSCP (bisulfite single-strand
conformation polymorphism). Dwusiarczan sodowy
przeksztalca niezmetylowane cytozyny w reszty ura-
cylowe. Wyniki $wiadcza o obecno$ci grup metylo-
wych zwigzanych z cytozyna [32].

W przypadku koniecznos$ci odnalezienia okre§lonych
wzoréw modyfikacji epigenetycznych dla biatek hi-
stonowych najbardziej uzyteczna jest technika immu-
noprecypitacji chromatyny (chromatin immunoprecip-
tation — ChIP), umozliwiajaca wysokorozdzielczg
analiz¢ biatek zwigzanych z chromatyna oraz wykry-
wanie modyfikacji histonow, tj. trimetylacj¢ w pozycji
H3K4 lub H4K9. Immunoprecypitacja moze by¢ pota-
czona z sekwencjonowaniem (ChlP-seq), pozwalajac
ocenia¢ zmiany epigenetyczne globalnie lub z mikro-
macierzami (ChlP-chip), a nastgpnie porownaé wzory
metylacji pochodzacych z materialu prawidtowego
i nowotworowego [33,34].

Strategie leczenia choréb epigenetycznych

Jedng z pierwszych strategii leczenia choréb nowo-
tworowych o podtozu zmodyfikowanym epigenetycz-
nie byla synteza zwigzkoéw nasladujacych dziatanie
enzymow DNMT, czyli demetylujacych DNA.
W przypadku nowotwordéw geny supresorowe sg ,,wy-
laczane” metylacja. Leczenie odwracajgce ten efekt
jest mozliwe dzieki zastosowaniu inhibitorow metylo-
transferazy DNA: 5-azacytydyny (5-aza-CR) oraz
5-aza-2’-deoksycytydyny (5-aza-CdR, Decitabine).
Mechanizm dzialania zaktada, ze lek nasladujacy
budowa cytozyn¢ wbudowywany podczas replikacji
do DNA wytapuje i tym samym blokuje dziatanie
DNMT. Wazng kwestig byto dobranie odpowiedniej
dawki tych lekéw, aby uniknaé nasilonego efektu
cytotoksycznego w stosunku do prawidtowych komo-
rek. Ostatecznie zezwolenie na wykorzystanie tych
lekéw do leczenia MDS — syndromu mielodyspla-
stycznego — zostalo wydane przez FDA (Food and
Drug Administration, USA) w 2004 r. dla azacytydy-
ny i w 2006 r. dla decitabiny [35].
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Odmienng grupa inhibitorow DNMT sa inhibitory
nienukleozydowe blokujace bezposrednio DNMT,
bez koniecznosci wbudowywania w DNA. W tym
przypadku badany jest potencjat wykorzystania
zwigzkow, tj. prokaina i prokainamid (zaburzajg 1a-
czenie DNMT z DNA), RG108 (wiaze i blokuje miej-
sce katalityczne DNMT), oraz oligonukleotydow
antysensowych MG98 (pobudzaja degradacje mRNA
DNMT) [4].

W badaniach klinicznych dotyczacych terapii prze-
ciwnowotworowej wykorzystuje si¢ mozliwos¢ pobu-
dzenia ekspresji wczesniej wyciszonych deacetylacja
gendw supresorowych. Uwaza si¢, ze HDAC spelniaja
funkcje onkogenow i niewtasciwe ich funkcjonowanie
przyczynia si¢ do nieprawidlowego wzrostu komorek
i tym samym do rozwoju nowotworu. Stwierdzono,
ze inhibicja HDAC aktywuje rd6zne antynowotworowe
szlaki, w tym zatrzymanie wzrostu, aktywacje szla-
kéw proapoptotycznych 1 supresj¢ angiogenezy.
Zwigzkami znoszacymi dziatanie HDAC sa tzw. inhi-
bitory deacetylaz histonow (HDACi), do ktorych
nalezg m.in. krétkie tancuchy kwaséw tluszczowych
(pochodne kwasu mastowego, kwas walproinowy),
kwasy hydroksamowe (vorinostat, belinostat), cy-
kliczne tetrapeptydy (trapoksyna A, apicydyna, depsi-
peptyd) i benzamidy (entinostat) [36].

Przyktadem jednego z najlatwiej dostgpnych zwigz-
kéw HDAC! jest maslan sodu. Wptywa on wybidrczo
na aktywacj¢ genow kodujacych biatka blokujace cykl
komoérkowy, takie jak biatko p21"VA™, co w rezultacie
prowadzi do apoptozy komorek. Jakkolwiek hiperace-
tylacja przy uzyciu tego zwigzku jest zauwazalna
zarowno w komorkach prawidtowych, jak i nowotwo-
rowych, to dzialanie antyproliferacyjne i proapopto-
tyczne jest nasilone w przypadku linii nowotworo-
wych. Mechanizm dziatania opiera si¢ na blokowaniu
kinazy cdk2 wskutek pobudzenia ekspresji biatka
p21"VAF! Dodatkowo hamowana jest ekspresja cyklin
D, Ei A, co wptywa na zatrzymanie komorek w fazie
wzrostowej G1 i blokuje podziat komorki [37].

Ze wzgledu na liczne skutki uboczne zwigzkdéw reace-
tylujacych (kariotoksyczno$¢, zaburzenia hematopoe-
zy) konieczne jest poszukiwanie coraz bardziej specy-
ficznych czasteczek HDACI. Jak dotad, odkryto m.in.
inhibitory specyficzne dla HDAC6 (klasa Il) oraz
HDACS8 (klasa I), ktorych wysoka specyficznosé
potwierdza m.in. dzialanie inhibitora PCI-34051 blo-
kujacego HDACS i indukujacego apoptozg chloniaka
T-komoérkowego (bez wplywu na komorki prawidto-
we). Z kolei MGCDO0103 (mocetinostat) przez bloko-
wanie izoform HDAC 1, 2 i 3 (klasa I) oraz 11 (klasa
1V) w badaniach klinicznych prowadzi do zablokowa-
nia acetylacji histonéw u pacjentow z zaawansowa-
nymi guzami litymi [26]. Zwiazkiem HDACi dopusz-
czonym do uzytku przez FDA jest romidepsyna (Rom-
depsin) — inhibitor specyficzny dla HDAC klas | oraz
I, stosowany w leczeniu chioniaka skornego

T-komoérkowego, cho¢ aktualnie bada si¢ mozliwos¢
zastosowania go w innych chorobach nowotworowych
[38].

Rownoczesnie pracuje si¢ nad wykorzystaniem inhibi-
cji SIRT1 w regulacji standw zapalnych, zaburzen
metabolicznych i zatrzymaniu procesow nowotworo-
wych. Zaprojektowano czasteczke o nazwie JGB1741,
strukturalnie zblizong do sirtinolu, ktéra umozliwia
zatrzymanie proliferacji i indukcj¢ apoptozy w ko-
morkach raka sutka linii MDA-MB [12].

W przypadku nowotworu trzustki konieczne jest po-
szukiwane nowych strategii terapeutycznych, gdyz
nowotwor ten cechuje si¢ wysokim odsetkiem $mier-
telnosci, a efektywno$¢ chemioterapii nie jest wystar-
czajaca. Standardowo wykorzystuje si¢ gemcitabing
(Gemcitabine) chociaz mniej niz 25% stosujacych ja
pacjentdow doswiadcza klinicznych korzysci, z nie-
znacznym polepszeniem mediany przezycia w stosun-
ku do uzycia klasycznego 5-fluorouracylu. Sorafenib,
multitargetowy inhibitor kinazy tyrozynowej, stoso-
wany w zaawansowanych przypadkach réwniez nie-
znacznie wydluza mediane przezycia.

Z takich powoddéw w trakcie badan klinicznych jest
wiele nowych zwigzkow HDACi, w tym belinostat,
ktory blokuje proliferacje komorek nowotworowych
przy podaniu w niskich mikromolekularnych stgze-
niach. Badany byl synergizm jego dziatania z dipepty-
dowym inhibitorem proteasomu 26S — bortezomibem.
Inhibicja proteosomu powoduje zmniejszenie prolife-
racji i migracji oraz indukcje apoptozy poprzez obni-
zenie poziomu ekspresji czynnika NFkB. W badaniach
in vitro dotyczacych nowotwordw: okreznicy, watroby
i trzustki zauwazalna byta inhibicja proliferacji i in-
dukcja szlakow proapoptotycznych, wraz ze zwigk-
szeniem ekspresji biatek regulatorowych p21"A™
i p27""A"1. Sam belinostat poprzez ponowna acetyla-
cj¢ w komoérkach nowotworowych wptywat na supre-
sje takze innych nowotworéw: pecherza, stercza
i jajnikow [39].

Oprocz metylacji i acetylacji na kancerogeneze wpty-
wa wysoki poziom fosforylacji seryny w pozycji 10
(H3S10). Jest to wynik zwickszenia ekspresji kinaz:
Aurory B i MSK-1. Czynnikiem terapeutycznym
przeciwdziatajacym zwigkszeniu ekspresji tych enzy-
mow jest squamocyna — zwigzek pochodzenia roslin-
nego (Annonaceae, Flaszowcowate), ograniczajacy
ekspresj¢ kinaz i w rezultacie obnizajacy poziom
fosforylacji w pozycjach H3S10 oraz H3S28. Dodat-
kowo wptywa na aktywacje pINK i kaspaz: 3, 8, 9,
przez co blokuje cykl komérkowy w fazie Gl oraz
pobudza zewnatrz- | wewnatrzpochodne szlaki apop-
totyczne. Squamocyna doswiadczalnie powoduje
zatrzymanie cyklu komorkowego i1 apoptoze w liniach
nowotworowych: GBM8401, Huh-7 i SW620 pocho-
dzenia mézgowego, watrobowego i jelitowego [16].
W ostatnim czasie odkryto cala grupe oligoamino-
wych analogéw bedacych inhibitorami enzymu deme-
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tylujacego LSD1. Leczenie raka okr¢znicy za pomoca
inhibitora LSD1 (SL11144) zwigksza poziom metyla-
cji w pozycji H3K4 i obniza poziom dimetylacji
w pozycji H3K9. W badaniach nad nerwiakiem nie-
dojrzatym inhibitory LSD1 hamuja proliferacj¢ in
vitro, zaobserwowano ponadto, ze znosza one dziata-
nie DNMT1, co skutkuje zmianami we wzorze mety-
lacji DNA. Ze wzgledu na obie wlasciwos$ci zastoso-
wanie tych inhibitoréw budzi duze nadzieje.

W dotychczasowych badaniach przedklinicznych
najbardziej obiecujace rezultaty przynosi wykorzysta-
nie zwigzku DZNep (3-deazaneplanocyna A), ktory
m.in. obniza poziom trimetylacji w pozycji H3K27
i indukuje apoptoz¢ komoérek raka sutka (brak wpty-
wu na prawidtowe komorki). Efekt jest zblizony do
wyciszenia EZH2 za pomoca interferencji RNA, co
sugeruje, ze zwigzek ten jest najskuteczniejszy
w przypadku nowotworéow sutka i stercza, ktore ce-
chuje znaczna nadekspresja  poziomu EZH2.
Co wigcej, dowiedziono, ze DZNep zmniejsza takze
trimetylacje w pozycji H4K20 [26]. Aktywnos$¢ EZH2
moze by¢ takze regulowana przy udziale PI3K/Akt
(phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase Akt),
ktéra fosforylujac reszte seryny w pozycji 21 (H3S21)
zmniejsza aktywno$¢ tej metylotransferazy itym sa-
mym obniza poziom trimetylacji H3K27. Trimetylacja
moze by¢ przywrocona przez uzycie Ly294002, inhi-
bitora kompleksu PI13K/Akt [40].

Jednym z ostatnich przedmiotow badan byt kompleks
metylotransferaz  G9a/biatko  G9a-podobne (GLP),
odpowiedzialny za mono- i dimetylacje¢ histonu H3
w pozycjach H3K9 i H3K27. Jego nadekspresja jest
widoczna w komérkach linii nowotworowych stercza,
sutka, ptuc i okreznicy. Pierwszym odkrytym inhibito-
rem byta chaetocyna (tiodioksopperazyna — metabolit
z Chaetomium minutum). Najbardziej skutecznym
inhibitorem jest obecnie BIX-01294 — pochodna dia-
zepino-kinazolino-aminowa, obnizajgca poziom mety-
lacji w pozycji H3K9 przez taczenie biatka GLP

Praca byta finansowana ze $rodkéw umowy KNW-1-036/D/2/0.

z domeng SET, co blokuje dostep do reszt lizynowych
[3,26].

PODSUMOWANIE

Badania majace na celu opisanie wszystkich wzorow
modyfikacji regulujacych ekspresje gendw s3 niezwy-
kle wazne, gdyz wszelkie dysregulacje tych proceséw
przyczyniaja si¢ do powstawania i rozwoju rozmai-
tych chorob, w tym nowotworowych. Transformacja
nowotworowa jest wynikiem zaburzenia homeostazy
w aktywno$ci enzymoéw metylujacych DNA, prowa-
dzacych do niestabilnosci genomu (hipometylacja
globalna) i hipermetylacji miejsc promotorowych dla
gendw supresorowych nowotwordw, a takze enzymow
odpowiedzialnych  za modyfikacje  potranslacyjne
biatek histonowych, co uaktywnia geny zwickszajace
tempo proliferacji komoérek nowotworowych oraz
powoduje wzrost potencjatlu metastatycznego i antya-
poptotycznego.

Opisano wiele przypadkow zaburzenia modyfikacji
chromatyny jako zrodta kancerogenezy. W odpowie-
dzi na dziedziczne zmiany w poziomach m.in. metyla-
cji i acetylacji prowadzi si¢ badania nad synteza
zwigzkow znoszacych ich niekorzystne dziatanie
poprzez stymulacj¢ procesow odwrotnych — demetyla-
cji albo deacetylacji. Niestety, ze wzgledu na ich zto-
zono$¢ 1 mozliwos¢ istnienia kilku przeciwstawnych
modyfikacji wplywajacych na patogenez¢ choroby,
konieczne jest poszukiwanie zwigzkoéw o bardzo spe-
cyficznym dziataniu, z ograniczeniem ich efektu cyto-
toksycznego dla komorek prawidtowych. Najprawdo-
podobniej rozwdj epigenetyki pozwoli pozna¢ mecha-
nizmy powstawania konkretnych nowotworoéw
i wprowadzi¢ innowacyjne procedury terapeutyczne
dziatajgce na poziomie epigenomu, co przyczyni si¢
do skuteczniejszego leczenia nowotworow.
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