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Streszczenie

Regulacja epigenetyczna wplywa na ekspresje genow, nie zmieniajgc zapisu sekwencyji nukleo-
tydowej kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA). Mechanizmy epigenetyczne obejmujq zmiany
struktury chromatyny wskutek metylacjyi DNA 1 modyfikacji bialek histonowych oraz regulacje
ekspresji genow poprzez niekodujqce czgsteczki kwasu rybonukleinowego. Nieprawidlowy przebieg
powyzszych procesow odgrywa istotng rolg w patogenezie ostrej bialaczki szpikowej (AML). Mutacje
genow kodujgcych regulatory epigenetyczne wystepujg u 70% chorych z AML i najczesciej dotyczg
genow DNMT3A, TET2, IDH1/2 oraz ASXLI1. Obecnosc lub brak mutacji w wymienionych ge-
nach moze stanowic w przysziosci wazny czynnik prognostyczny oraz potencjalny punkt uchwytu
dla terapii celowanych. W ponizszym artykule omowiono znaczenie zaburzen epigenetycznych
w rozwoju AML, ich wplyw na przebieg choroby oraz mozliwosc wykorzystania w terapii.

Stowa kluczowe: ostra biataczka szpikowa, epigenetyka, metylacja DNA,
modyfikacje histonéw
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Abstract

Epigenetic regulation influences gene expression without changing the nucleotide sequence of the
deoxyribonucleic acid (DNA). The most important epigenetic mechanisms include DNA methy-
lation, modifications of histone proteins and non-coding RNAs. The dysregulation of the above-
mentioned processes plays a significant role in the pathogenesis of acute myeloid leukemia (AML).
Mutations in the genes that are essential for epigenetic regulations are common in 70% of patients
with AML. The most frequent mutations involve the DNMT3A, TETZ2, IDH1/2 and ASXLI genes.
Their presence or absence may constitute a vital prognostic factor in the future as well as become
a potential basis for targeted therapies. The present paper manifests the importance of epigenetic
alterations in the development of AML and their impact on the course of the disease. The article also
discusses some possibilities for the use of epigenetic modifications in the AML therapy.
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Wprowadzenie

Ostra biataczka szpikowa (AML, acute myelo-
1d leukemia) jest nowotworem zlo§liwym ukladu
krwiotworczego, w przebiegu ktérego dochodzi
do namnazania i akumulacji komoérek blastycznych
wywodzacych sie ze zmienionych nowotworowo
mlodych komorek linii mieloidalnej [1, 2]. Ostra
bialaczka szpikowa jest najczestsza sposrod ostrych
biataczek u dorostych, a zapadalno$¢ zwieksza sie
po 60. roku zycia. Mimo stosowania schematow
intensywnej chemioterapii AML jest choroba
o niekorzystnym rokowaniu, zwlaszcza w grupie
osoOb starszych, u ktorych 5-letni czas przezycia
(OS, overall survival) wynosi zaledwie 3-8% [3].
Wobec niedostatecznej skutecznosci stosowanych
dotychczas metod istnieje pilna potrzeba wprowa-
dzenia nowych lekdw o odmiennych kierunkach
dzialania [4-6].

Jednym z czynnikéw utrudniajgcych lecze-
nie AML pozostaje jej wyjatkowa heterogenno$c
w zakresie zaburzen cytogenetycznych oraz mole-
kularnych [1, 7]. Dynamiczny rozw6j metod biologii
molekularnej w ostatnim okresie pozwolil zidenty-
fikowaé nowe mutacje, ktore sa wykrywane u coraz
wiekszej liczby chorych, stajac sie miedzy innymi
podstawa roznych klasyfikacji rokowniczych [8, 9].
W najnowszych badaniach dowiedziono, ze zabu-
rzenia epigenetyczne stanowig istotny mechanizm
rozwoju AML [10]. W ostatnich latach pojawily
sie liczne prace wskazujace na wysoka czestos$é
mutacji gendéw zaangazowanych w regulacje me-
tylacji DNA 1 modyfikacji histonéw u chorych na
AML (tab. 1). Konsekwencja opisywanych mutacji
epigenetycznych jest czesto charakterystyczny
fenotyp epigenetyczny (np. zmiana profilu glo-
balnej metylacji DNA), co moze stanowi¢ dowod
na wspolny wplyw zaburzen genetycznych oraz
epigenetycznych na transformacje nowotworowa
w AML [11, 12]. Z klinicznego punktu widzenia
istotny jest fakt, ze zaburzenia epigenetyczne
maja charakter odwracalny, co stwarza mozliwo§¢
opracowania lekow niwelujacych biologiczne efekty
mutacji regulatoro6w epigenetycznych w komorce
nowotworowej [13].
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Mechanizmy epigenetyczne
iich zaburzenia w AML

Epigenetyka jest nauka zajmujaca sie opi-
sywaniem dziedzicznych zmian ekspresji genow,
ktore nie wynikaja ze zmian w sekwencji nukleo-
tydow DNA [14, 15]. Gl6wne modyfikacje epi-
genetyczne dotycza metylacji DNA, modyfikacji

2-HG (2-hydroxyglutarate)

Tabela 1. Geny wptywajace na regulacje epigenetyczng w ostrej biataczce szpikowej (AML)

Table 1. Genes influencing epigenetic regulation in acute myeloid leukemia (AML)

Funkcja epigenetyczna
Czestos¢ wystepowania w AML (%)

Gen

Skutek mutacji
Rokowanie
Wptyw na leczenie
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Rycina 1. Zaburzenia w metylacji DNA; MeCP-1 — biatko wigzace sie z metylowanymi wyspami CpG

Figure 1. Alterations in DNA methylation; MeCP-1 — methyl-CpG-binding protein 1

bialek histonowych oraz regulacji genow poprzez
niekodujace czasteczki RNA (ncRNA, non-coding
RNA). Zaburzenia wymienionych mechanizmow
epigenetycznych moga spowodowaé powstanie
nieprawidlowej, zamknietej struktury chromaty-
ny, a w konsekwencji — deregulacje aktywnos$ci
transkrypcyjnej genéw, przyczyniajac sie do leu-
kemogenezy [16, 17].

Metylacja DNA

Metylacja DNA polega giownie na przyla-
czeniu reszty metylowej do cytozyny (rzadziej
do adenozyny), co zmienia strukture chromatyny
na bardziej zwarta i w konsekwencji prowadzi
do obnizenia ekspresji genu znajdujacego sie
w poblizu zmetylowanego regionu DNA [12, 18,
19]. Reakcja metylacji DNA przebiega z udzialem
enzymow z grupy metylotransferaz DNA (DNMT,
DNA methyltransferase) za$ za reakcje demetylacji
odpowiadaja enzymy TET (ten-eleven translocation)
[16]. Mutacje w genach regulujacych metylacje
DNA stwierdzono u 44% chorych na AML [18, 20],
aich nastepstwem jest zaburzenie profilu metylacji
DNA (tzw. metylomu), ktory w pewnych regionach
moze ulec nadmiernej (hiper-) lub niedostateczne;j
(hipo-) metylacji [21].

Obszary DNA, ktoére szczeg6lnie czesto pod-
legaja hipermetylacji w komérkach AML, to tak
zwane wyspy CpG — krétkie odcinki DNA wyjat-
kowo bogate w cytozyne i guanine. Wyspy CpG
sa zlokalizowane w regionach promotorowych
genow o decydujacym znaczeniu dla prawidlowego
funkcjonowania komorek, jak na przyklad geny
supresorow nowotworzenia, ktore zapobiegaja

niekontrolowanym podzialom komoérkowym [18,
22, 23]. Komorki nowotworowe o duzym stopniu
metylacji wysp CpG, okres§la sie jako CIMP (CpG-
-island hypermethylator phenotypes) [24]. Hiperme-
tylacja DNA obniza ekspresje genu na co najmniej
dwa sposoby. Po pierwsze, zmetylowane wyspy
CpG sa rozpoznawane przez biatko wigzace sie
z metylowanymi wyspami CpG (MeCP-1, methyl-
-CpG-binding protein 1), ktérego przylaczenie
oslabia ekspresje genu [25]. Po drugie, hiperme-
tylacja DNA powoduje, ze jest on $ciSlej owiniety
wokot biatek histonowych, co w znaczny sposob
utrudnia jego dostep czynnikom transkrypcyjnym
1 polimerazie RNA [26]. Ponadto hipermetylowane
sekwencje DNA czeSciej ulegajg mutacjom, ktore
moga miec potencjalnie onkogenny charakter [27].
Obecno$é CIMP w zespolach mielodysplastycz-
nych (MDS, myelodysplastic syndrome) wiaze sie
z gorszym rokowaniem oraz szybkg progresja do
AML [28].

Jednoczes$nie hipometylacja genomowego
DNA moze sie przyczynia¢ do transformacji no-
wotworowej. Wykazano, ze w trakcie onkogenezy
dochodzi do stopniowej utraty metylacji DNA
zar6wno w miejscach kodujacych, jak i1 niekodu-
jacych. Niedostateczna metylacja wywoluje nie-
kontrolowana aktywacje onkogenéw, prowadzac
do nadmiernej proliferacji komoérkowej. Globalna
1 lokalna demetylacja DNA w regionach genow
promotorowych wywoluje rowniez niestabilnos¢
genomu, ktéra moze prowadzi¢ do powstawania
nowych zaburzen genetycznych (ryc. 1). Warto
zaznaczyc¢, ze globalna hipometylacja DNA nie jest
procesem nasilonym w AML, poniewaz stwierdzo-
no, ze DNA komorek biataczkowych jest zaledwie
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0 2,7% mniej zmetylowane w stosunku do DNA
komorek osob zdrowych [18, 29, 30].

Mutacje DNMT3A

Gen DNMT3A (DNA (cytosine-5)-methyltransfe-
rase 3A) ulega mutacjom najczesciej sposrod wszyst-
kich gen6w metylotransferaz DNA [31]. Skutkiem
mutacji DNMT3A jest hipometylacja niektorych
regionow DNA. Mutacje DNMT3A wystepuja mo-
noallelicznie 1 moga mie¢ charakter inaktywujacy
(calkowita utrata aktywno$ci enzymatycznej) lub
hipomorficzny (biatko wykazuje cze$ciowa aktywnosc
katalityczna). Do jednych z najczesSciej wystepujacych
mutacji w DNMT3A naleza mutacje w pozycji argininy
882 majace charakter hipomorficzny 1 dominujacy,
gdyz zmutowane biatko oddziatuje na aktywno$¢ me-
tylotransferazowa biatka DNMT3A produkowanego
przez allel niezmutowany [32, 33]. Mutacje DNMT3A
powigzano z zaburzeniami ekspresji genow HOX
(homeobox), ktore koduja czynniki transkrypcyjne
kluczowe w roznicowaniu i proliferacji komorek
krwiotworczych. Zaburzona ekspresja HOX moze
prowadzi¢ do rozwoju wielu nowotwordw, w tym
AML [34-36]. Mutacje DNMT3A zostaly zidenty-
fikowane u 12-35% chorych z AML [20, 36-41].
Z wiekszoSci badan wynika, ze obecno$¢ mutacji
w DNMT3A pogarsza rokowanie chorych z AML
poprzez zmniejszenie odsetka remisji, skrocenie
calkowitego czasu przezycia oraz zwiekszenie cze-
stoSci nawrotow choroby [40-44]. Mutacje DNMT3A
wystepuja czeSciej u chorych w starszym wieku,
z wyzsza leukocytozg i liczba plytek krwi oraz ze
wspolwystepujacymi mutacjami NPM1, FLT3-ITD
1IDH]I. Mutacje DNMT3 zazwyczaj wigza sie z grupa
AML o posrednim rokowaniu, natomiast prawie nigdy
nie wystepuja u chorych z korzystna cytogenetyka
[41]. Klinicznie istotne jest, ze stwierdzenie obecno-
Sci tej mutacji moze Swiadczy¢ o wrazliwoSci na le-
czenie inhibitorami metylotransferaz DNA (DNMTj,
DNA methytransferase inhibitors) [45, 46].

Mutacje TET2

Biatko TET2 jest enzymem katalizujacym
oksydacje 5-metylocytozyny (5-mc) do 5-hydroksy-
metylocytozyny (5-hmc) [47, 48]. Czasteczka
5-hmc odgrywa istotng role w aktywnej oraz bier-
nej demetylacji DNA. Pasywna demetylacja DNA
zachodzi z powodu braku wigzania 5-hmc przez
enzym DNMT1. Odpowiednie stezenie 5-hmc w
komorce umozliwia takze aktywna demetylacje
DNA poprzez aktywacje biatek AID (activation-in-
duced cytidine deaminase). Ponadto 5-hmc hamuje
metylacje poprzez zablokowanie wigzania bialek
MDB (methyl-DNA binding proteins) do DNA,

Kamil Wiéniewski i wsp., Epigenetyka w AML

dodatkowo zapobiegajac zmniejszeniu aktywnosci
transkrypcyjnej [49-51]. Podwyzszone stezenie
5-hmc w komérkach koreluje dodatnio ze stopniem
ekspresji gendow [52]. Mutacje TETZ2 uniemozliwia-
ja przeksztalcenie 5-mc do 5-hmc, czego efektami
sg hipermetylacja DNA i obnizona ekspresja genow.
Mutaje TET2 wystepuja u 8-27% chorych z AML.
Ich obecno$¢ powiazano z gorszym rokowaniem,
szczegOlnie u chorych na AML po§redniego ryzyka
[53, 54]. Wystepowanie mutacji TET2 u chorych
z AML moze sie wigzac ze zwiekszong wrazliwoscig
na terapie azacytydyna i decytabing [55].

Modyfikacje histonow

Biatka histonowe sa waznym skiadnikiem
chromatyny i moga podlega¢ zréznicowanym mo-
dyfikacjom, takim jak acetylacja, metylacja, fosfo-
rylacja czy ubikwitynacja. Powyzsze modyfikacje
stanowia bardzo istotny element regulacji ekspresji
genow [10, 56]. Na podstawie badan nad wymie-
nionymi wyzej procesami sformuiowano hipoteze
o tak zwanym kodzie histonowym. W mysl tej
hipotezy zaklada sie, ze swoisty wzor modyfikacji
histonéw wywiera okreSlony wplyw na ekspresje
genow poprzez modulacje struktury chromatyny
oraz regulacje aktywnoSci transkrypcyjnej [57, 58].
Do najlepiej poznanych modyfikacji histonow zali-
cza sie procesy acetylacji oraz metylacji.

Acetylacja

Acetylacja histonéw jest przeprowadzana przez
enzymy nalezace do acetylotransferaz histonowyh
(HATS, histone acetyltransferases). Dolaczenie reszt
acetylowych prowadzi do wzrostu tadunku ujemne-
go histonow, powodujac ostabienie wigzania biatek
histonowych z DNA, a takze oddzialywan miedzy
nukleosomami. Dlatego acetylacja histonow sprzyja
powstawaniu rozluznionej struktury chromatyny,
co ulatwia wigzanie czynnikow transkrypcyjnych
do DNA i ekspresje genow [59-61]. Z kolei deace-
tylacja histonow przebiega z udzialem enzymow
z grupy deacetylaz histonowych (HDACs, histone
deacetylases) 1 powoduje powstanie zamkniete]
struktury chromatyny, a w konsekwencji — wy-
ciszenie ekspresji genow [62, 63]. Zaburzenie
balansu miedzy acetylacja i deacetylacjg histonow
stanowi jedna z cech transformacji nowotworowej,
za$§ zmieniony wzorzec acetylacji histonéw moz-
na wykorzystywaé do prognozowania przebiegu
choroby [64]. W niektorych przypadkach HATs
staja sie elementami onkogennych biatek fuzyj-
nych, na przykiad w AML z translokacja t(8;16)
(p11,p13) w wyniku polaczenia acetylotransferaz
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CBP (CREB-binding protein) 1 MOZ (monocytic
leukemia zinc finger protein) dochodzi do powsta-
nia biatka MOZ-CBP i w konsekwencji zaburzen
w acetylacji histonow [65, 66]. Podobnie w przebie-
gu AML z translokacja (8;21) oraz w ostrej bialaczki
promielocytowej powstajgce biatka chimeryczne
AML-ETO1 i PML-RAR«a powoduja nieprawidio-
wa rekrutacje HDACs, prowadzac do zaburzenia
roznicowania komorkowego [67-69].

Metylacja

Metylacja histonow jest regulowana przez
metylotransferazy (HMTs, histone methyltransfe-
rases) 1 demetylazy (HDMs, histone demethylases)
histonowe, ktore odpowiednio dotaczaja lub odla-
czaja reszty metylowe od wybranych reszt amino-
kwasowych histonow. Zmiany we wzorze metylacji
histonow sa czestym zjawiskiem obserwowanym
podczas transformacji nowotworowej [70, 71].
W zaleznoSci od typow aminokwasow ulegajacych
metylacji oraz stopnia ich metylacji proces ten
moze prowadzi¢ do stymulacji lub zahamowania
ekspresji genow [72].

Mutacje EZH2

Biatko EZH2 (E'nhancer of zeste homolog 2)
to metylotransferaza histonowa nalezaca do kom-
pleksu biatek PRC2 (polycomb repressive complex).
Z kolei PRC2 jest jednym z dwoch kompleksow
bialek Polycomb (PcG, Polycomb group), ktory
pelni funkcje hamowania transkrypcji okre§lonych
genow poprzez modyfikacje bialek histonowych.
Biatko EZH2 odpowiada za metylacje histonu H3
w pozycji 27 [73]. Mutacje genu EZH?2 zidentyfi-
kowano w wielu rodzajach nowotworow, w rozwoju
ktorych biatko EZH2 moze peinié¢ role onkogenu
badz genu supresorowego [74-79]. Mutacje EZH2
stwierdza sie u okoto 2% chorych na AML [20, 80],
aich obecno$§é moze $§wiadczy¢ o opornosci choroby
na leczenie. Inaktywacje biatka EZH2 stwierdzono
w probkach 45% pacjentow ze wznowa AML [81].
Gen EZH? jest zlokalizowany na diugim ramieniu
chromosomu 7, co moze stanowi¢ wytlumaczenie
zlego rokowania u chorych z delecja 7q [82].

Mutacje MLL

Gen MLL (mixed-lineage leukemia) koduje
metylotransferaze histonowa MLL, ktéra katalizuje
metylacje histonu H3 w pozycji K4. Biatko MLL
nalezy do kompleksu biatek Trithorax (TrxG, Trit-
horax group), ktory pelni funkcje antagonistyczng
w stosunku do biatek PcG, utrzymujac aktywno§c
transkrypcyjna genéow. Mutacje MLL prowadza
miedzy innymi do nadekspresji genow HOX, co

skutkuje nieprawidiowa proliferacja oraz roznico-
waniem progenitorowych komorek macierzystych
[83-85]. Gen MLL ulega licznym translokacjom
w przebiegu AML i ostrej biataczki limfobla-
stycznej. Translokacje MLL wystepuja u 5-10%
pacjentow z AML. Mutacje genu MLL wiaza sie
z niekorzystnym przebiegiem choroby i opornoS§cia
na leczenie [86-89].

Mutacje ASXL1

Gen ASXL1 (additional sex combs like 1) koduje
stabo zdefiniowane do tej pory biatko regulujace
strukture chromatyny, ktére moze zar6wno in-
dukowad, jak 1 hamowaé (np. poprzez interakcje
z kompleksem PRC) ekspresje wybranych genow.
Mutacje ASXL1, podobnie jak mutacje MLL, pro-
wadza do nadekspresji genow HOX [90]. W AML
mutacja ASXL1I jest stwierdzana u 3-25% chorych
[91-96]. Obecnosc tej mutacji wigze sie z gorszym
rokowaniem [97-99]. Mutacje ASXLI czeSciej sa
wykrywane u chorych powyzej 60. roku zycia [94,
100] oraz u pacjentéw z AML na podiozu innych
chorob hematologicznych [101]. Niektore badania
wskazuja, ze wspolwystepowanie mutacji ASXL1
oraz TETZ2 determinuje bardziej agresywny prze-
bieg choroby [97]. Dodatkowo obecno$§¢ mutacji
ASXL1 moze Swiadczy¢ o czeSciowej opornosci na
terapie azacytydyna [102, 103].

Zwiazek miedzy epigenetyka
a metabolizmem — mutacje IDH1 i IDH2

Dehydrogenazy izocytrynianu 1 i 2 (IDH1/2,
1socitrate dehydrogenase 1/2) sa enzymami bioracy-
mi udzial w reakcji cyklu Krebsa prowadzacej do
przeksztalcenia izocytrynianiu do a-ketoglutaranu
(¢-KG). Mutacje w genach IDH1/2 powoduja, ze
zamiast a-KG powstaje 2-hydroksyglutaran (2-HG)
o wla§ciwosSciach onkometabolitu [104-106]. Dwu-
hydroksyglutaran hamuje aktywno$¢ HDMs oraz
enzymow z rodziny TET odpowiadajacych za
metylacje DNA [107, 108]. Skutkami zwiekszonej
produkcji 2-HG sg zaburzona metylacja histonow
oraz hipermetylacja DNA, ktéra hamuje ekspresje
geno6w supresorowych nowotworzenia. Mutacje
genow IDH skutkuja nadekspresjg biatek GATA1,
zwiekszong regulacjg c-KIT oraz zaburzeniem
réznicowania komoérek mieloidalnych [52].

Mutacje IDH]I stwierdza sie u 6-16% pacjen-
tow z AML, natomiast mutacje IDH2 — u 8-19%
chorych [20, 91, 109-112]. Mutacje IDH nigdy
nie wspolwystepuja u chorych z mutacjami TET2
[52, 53, 113]. Wiekszo$¢ badan wykazala gorsze
rokowanie u chorych z mutacjami IDH [110-112].
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Zwiekszone stezenie 2-HG powiazano z gorsza
odpowiedzig na leczenie oraz krétszym OS [107,
108, 114]. Podobnie jak mutacje DNMT3A, aber-
racje genow IDH sa czeSciej wykrywane u chorych
obciazonych posrednim ryzykiem cytogenetycz-
nym. Mutacje IDH na og6t stwierdza sie u chorych
w starszym wieku, z wyzsza liczbg plytek krwi
oraz obecno$cig mutacji NPM1 [110-112]. Obecnie
inhibitory IDH sa badane w kierunku zastosowania
wramach leczenia AML. Enasidenib (inhibitor IDH2)
wprowadzono w terapii opornej, nawrotowej AML
z obecno$cig mutacji IDH2 [115, 116].

MicroRNA

MicroRNA (miRNA) to dwudziestokilku-
nukleotydowe czasteczki RNA, ktore 13cza sie
z komplementarnymi fragmentami matrycowego
RNA (mRNA), prowadzac do jego degradacji [117].
W ostatnim czasie wskazuje sie na istotny wplyw
zaburzen ekspresji miRNA w patogenezie AML oraz
MDS, ktoére moga peini¢ role zaré6wno onkogenow,
jak i genow supresorowych [118-121]. Proponuje sie
zastosowanie zmian w aktywnos$ci miRNA, miedzy
innymi do celow diagnostycznych, prognostycznych
oraz leczniczych [122-125]. Sprecyzowanie roli miR-
NA w rozwoju AML oraz mozliwo$ci ich wykorzysta-
nia w przyszlo$ci wymaga jeszcze przeprowadzenia
wielu dodatkowych badan [126].

Podsumowanie

W ostatnich latach dynamiczny rozwoj biologii
molekularnej pozwolil na sprecyzowanie roli za-
burzen epigenetycznych w AML. Nieprawidlowa
metylacja DNA i modyfikacja bialek histonowych,
poprzez zaklocenie transkrypcji gendw, stanowig
jeden z kluczowych elementoéw rozwoju AML.
Obecnie wiadomo, ze leukemogeneza wynika ze
zlozonych interakcji roznych zaburzen genetycznych
1 epigenetycznych. Dzieki szczegotowym badaniom
molekularnym udato sie wyodrebnié pojedyncze
geny regulujace prawidlowy przebieg metylacji
DNA (TET2, IDH1/2, DNMT3A)1modyfikacji biatek
histonowych (ASXL1, EZH2, MLL). Stwierdzenie
mutacji we wspomnianych genach moze poméc
W prognozowaniu przebiegu choroby oraz znalezieniu
odpowiedzi na leczenie. Obecno§¢ wspomnianych
wyzej mutacji moze takze w przyszloSci postuzyé
do ustalenia indywidualnego planu leczenia z za-
stosowaniem lekow celowanych. Wprowadzenie
nowoczesnych lekow epigenetycznych daje nadzieje
na poprawe wynikow leczenia u chorych na AML.
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