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Modyfikacje epigenetyczne a nowotwory
Sylwia Flis!, Krzysztof Flis?, Jacek Sptawinski!

Rozwdj zmian nowotworowych podlega kontroli zarowno mechanizmow genetycznych, jak i epigenetycznych. Zmiany
we wzorze epigenotypu, wynikajgce na przyklad z metylacji DNA czy modyfikacji histonow, podobnie jak zmiany
w nukleotydowej sekwencji DNA, mogg prowadzi¢ do wyciszenia genow zaangazowanych w regulacje cyklu komdrkowego,
apoptoze czy naprawe DNA. Z tego wzgledu poznanie procesow modyfikacji epigenetycznych moze mie¢ ogromne
znaczenie dla zrozumienia procesow transformacji nowotworowej oraz praktyczne zastosowanie w diagnostyce i terapii
przeciwnowotworowey.

Epigenetic modification and cancer

The development of cancer is controlled by both genetic and epigenetic mechanisms. Changes in the epigenetic pattern by
DNA methylation or histone modifications as well as in the DNA sequence can lead to the silencing of those genes, which
are involved in the regulation of many processes such as cell cycle, apoptosis or DNA repair. Therefore understanding the

processes of epigenetic modification can have clinical application in cancer therapy.
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Wprowadzenie

Przez lata naukowcy interesowali si¢ wylacznie gena-
mi, poniewaz to geny kodujg sekwencj¢ aminokwasowa
(strukture I-rzgdowa) bialek. Z czasem okazato sig, ze
pewne bialka moga odgrywac istotna role w modelowa-
niu ekspresji gendéw na poziomie dostgpnosci DNA dla
maszynerii transkrypcyjnej [1]. Stwierdzenie, ze ekspresja
gendw nie jest determinowana wytacznie przez sam kod
genetyczny zapisany w DNA, zapoczatkowalo rozwdj
nowego kierunku w biologii molekularnej — epigenety-
ki [1].

Epigenetyka zajmuje si¢ badaniem zmian w ekspre-
sji gendw, ktore wynikaja nie ze zmian w nukleotydowe;j
sekwencji DNA (mutacji), ale sa efektem przebudowy
struktury DNA na danym obszarze i, co za tym idzie,
zmian w dostepnosci poszczegdlnych genéw dla proce-
su transkrypcji. Te zmiany struktury DNA sa wynikiem
poreplikacyjnej modyfikacji DNA i/lub potranslacyjne;j
modyfikacji biatek zwigzanych z DNA. Poniewaz, w prze-
ciwiefistwie do mutacji, oba typy modyfikacji sa odwra-
calne, moga by¢ potencjalnym celem dzialania r6znych
lekéw przywracajacych prawidlowg ekspresje genow
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istotnych dla wiasciwego funkcjonowania komoérek [2].
Stad obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie badaniami
zmian epigenetycznych. Dziedzina ta nabiera znaczenia
szczegOlnie w Swietle ostatnich badan, ktore wykazaly, ze
zmiany epigenetyczne odgrywaja istotng role w biologii
nowotwor6w, infekcjach wirusowych, a nawet w rozwoju
zaburzen psychicznych.

Aby zrozumie¢ znaczenie modyfikacji epigenetycz-
nych, a co za tym idzie procesy zwigzane z ekspresja
poszczegdlnych genow, nalezy uzmystowic sobie, na czym
polega wysoce zorganizowany system pakowania DNA
w komorce eukariotyczne;j.

Chromatyna

W jadrze komoérkowym czasteczka DNA nie tworzy spon-
tanicznie struktur skondensowanych, gdyz przeciwdziata-
ja temu gesto rozmieszczone, odpychajace si¢ tadunki
ujemne grup fosforanowych. Kondensacja genomowego
DNA zachodzi dzigki tworzeniu si¢ komplekséw kwasu
nukleinowego z bialkami, co prowadzi do powstania
chromatyny.

Podstawowa, powtarzajaca sie, podjednostky struk-
turalng chromatyny jest nukleosom, w sktad ktorego
wchodzg niewielkie biatka zasadowe zwane histonami
oraz DNA. Rdzef nukleosomu zbudowany jest z DNA
o diugosci 146 par zasad (bp) oraz przypominajacego
walec bialkowego oktameru, na ktérym to DNA jest



428

nawini¢te. Oktamer zawiera po dwa histony H2A, H2B,
H3 i H4. Dodatkowo DNA, nawini¢te na histonowy
oktamer, jest przytrzymywane, wraz ze swoim wcho-
dzacym i wychodzacym fragmentem, przez pojedynczy
histon facznikowy H1, ktory wraz z rdzeniem nukleoso-
mu tworzy tzw. chromatosom. Histon tacznikowy dziala
jak klamra zapobiegajaca oddzieleniu si¢ zwoju DNA
od rdzenia nukleosomu. Pomiedzy kolejnymi chroma-
tosomami wystepuje odcinek wolnego DNA o zmienne;j
dtugosci. Jest to tzw. DNA facznikowe [3]. Chromatosom
wraz z przylegtym DNA tacznikowym stanowi nukleo-
som i zapewnia 6-7-krotng kondensacje DNA (Ryc. 1).
Wtoékna nukleosomowe (widkna chromatynowe 10 nm)
w warunkach jonowych jadra ulegaja spontanicznej spi-
ralizacji, tworzac widkna o Srednicy ok. 30 nm, ktore
stanowia natywna forme dla aktywnej transkrypcyjnie
chromatyny (euchromatyny) i zwigkszaja wspotczynnik
upakowania DNA do okoto 40. Moga one jednak ulegac
dalszej kondensacji, tworzac nieaktywna transkrypcyj-
nie heterochromatyne, a najwyzszy stopieni kondensacji
osiagaja podczas podziatu komorki, tworzac chromosomy
metafazowe (wowczas stopien upakowania DNA docho-
dzi do ok. 10000).

Funkcja histonéw nie ogranicza si¢ tylko do bycia
sktadowym elementem chromatyny. Histony, ulegajac
kilku modyfikacjom posttranslacyjnym, wplywaja na eks-
presje gendw poprzez zmiang struktury chromatyny. Do
najwazniejszych modyfikacji bialek histonowych naleza
acetylacja oraz metylacja grupy e-aminowej lizyny [3].
Udgziat histoné6w w zmiennoSci epigenetycznej nie zale-
zy wylacznie od rodzaju modyfikacji i miejsca jej wysta-
pienia, ale takze jej wplywu na proces metylacji samego
DNA [4].
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Metylacja DNA i acetylacja histonéw — wplyw na
regulacje ekspresji genow

Najlepiej poznanym zjawiskiem epigenetycznym jest
metylacja DNA, ktora polega na kowalencyjnym wigza-
niu grupy metylowej (-CH;) do wegla w pozycji piatej
cytozyny [5]. Miejsce metylacji nie jest przypadkowe.
Dotyczy tylko cytozyny wchodzacej w skiad sekwencji
5’-CG-3’ (rzadziej 5’-CA-3’ czy 5’-CT-3), czyli dinukleo-
tydow CpG (cytosine that precede a guanosine), ktore sg
nazywane wyspami CpG.

Poczatkowo uwazano, ze wyspy CpG nie ulegaja
metylacji w komorkach prawidlowych z wyjatkiem tych
wysp, ktore sa zwigzane ze zjawiskiem pi¢tnowania
genow (imprinted genes), czy z genami zlokalizowany-
mi na nieaktywnym chromosomie X (tzw. ciatko Barra
— jeden z pary chromosoméw X w komorkach samic
ssakow). Obecnie wiadomo, ze w niektérych komorkach
prawidiowych metylacja niepi¢tnowanych autosomalnych
wysp CpG pelni funkcje mechanizmu kontrolujacego eks-
presje gendw [6]. W genach niezbednych do utrzymania
podstawowego metabolizmu komoérkowego, ktorych eks-
presja nie podlega regulacji (housekeeping genes), wyspy
CpG nie sg metylowane. Natomiast, w przypadku gendw,
ktorych ekspresja jest tkankowo specyficzna, wyspy CpG
czgsto stanowig cel metylacji, z wyjatkiem komorek tej
tkanki, dla ktérej produkt danego genu jest charakte-
rystyczny. Ponadto, ze wzgledu na zachowanie wzoru
metylacji DNA po podziale komorki, informacja o tym,
ktory gen powinien ulegac ekspresji, jest dziedziczona
przez komoérke potomna, gwarantujac zachowanie wzoru
ekspresji gen6w w danej tkance [7, 8].

W procesie metylacji DNA biora udzial enzymy
zwane metylotransferazami DNA (DNMT) — DNA
methylotransferase). U kregowcow zidentyfikowano do

DNA chz__nikowe

Hisan H1 11 nm
/E 5.7 nm

Ryc. 1. Nukleosom. A. Uproszczony schemat budowy z wprowadzong terminologia elementow skiadowych. W nawiasach podano dtugo$¢ odcinka DNA,

wchodzacego w skltad danego elementu oraz liczbg wystepujacych lewoskretnych oplotéw dwuniciowego DNA. B. Fragment widkna chromatynowego

10 nm z zaznaczonymi nukleosomami. Dla przejrzystoSci schematu grubo$¢ dwuniciowego DNA zostala pomniejszona wzgledem pozostalych
elementow (W rzeczywistosci wynosi 2 nm)



tej pory pig¢ aktywnych enzymdw z tej rodziny: DNMT1,
DNMT?2, DNMT3a, DNMT3b i DNMT3L, charaktery-
zujacych si¢ obecnosScia ponad dziesigciu wysoce konser-
wowanych regionéw, odpowiedzialnych za transfer grupy
-CH, z S-adenozylometioniny na cytozyne dinukleotydu
CpG oraz wystgpowaniem domeny TRD (target-recogni-
zing domain), umozliwiajacej rozpoznanie specyficznych
sekwencji DNA [9].

Ze wzgledu na sposdb metylacji DNA enzymy
DNMT mozna podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej
nalezy DNMT1, odpowiedzialny za metylacj¢ zachowaw-
czg, polegajaca na przytaczaniu grup -CH; do nowo zsyn-
tetyzowanej nici DNA w miejscach komplementarnych
do miejsc metylowanych na nici matczynej. Druga grupa
to enzymy DNMT3a i DNMT3b, odgrywajace kluczowa
role w metylacji de novo, czyli przytaczaniu grup metylo-
wych do dinukleotydow CpG w zupelnie nowych miej-
scach. Ten typ metylacji powoduje zatem zmian¢ wzoru
metylacji konkretnych fragmentéw genomu i wystepuje
przede wszystkim na weczesnych etapach rozwoju embrio-
nalnego [10]. DNMT3L, podobnie jak DNMT3a i DNM-
T3b, ,,dziata” de novo z tym, ze jest odpowiedzialny za
wystepowanie matczynego pi¢tnowania genomowego
[11, 12]. Natomiast funkcja DNMT2 nie jest do kofica
wyjas$niona, ale w §wietle ostatnich badan wydaje sig, ze
DNMT?2 jest odpowiedzialny raczej za metylacje tRNA
niz DNA [13].

Tak wiec, metylotransferazy DNA sg zaangazowa-
ne w proces pigtnowania genomowego oraz w regulacje
transkrypcji genow. Tym samym wywieraja istotny wplyw
na procesy embriogenezy oraz réznicowania si¢ komo-
rek.

Na podstawie przedstawionych danych mozna by
przypuszczaé, ze enzymy te poprzez metylacjc DNA
bezposSrednio blokuja ekspresje gendw, ale jest to zbyt
duze uproszczenie. Metylacja DNA wplywa bowiem na
interakcje biatko — DNA, prowadzac do zmian w struk-
turze chromatyny oraz dost¢pno$ci DNA dla czynnikow
i maszynerii transkrypcyjnej. Tym samym przyczynia si¢
do spadku lub wzrostu tempa transkrypcji w zaleznoSci
od tego jakie, pozytywne czy negatywne, elementy regu-
latorowe gendw sa w te procesy zaangazowane. Metyla-
cja wysp CpG w promotorach gendw jest rozpoznawa-
na przez biatka MBP (methyl-CpG-binding proteines):
MBDI, 2 i 3, MeCP2 oraz Kaiso. Bialka te zawieraja na
N-konicu domeng MBD (methyl-CpG-binding domain),
a w czesci Srodkowej domeng TRD (transcription repres-
sion domain). Po rozpoznaniu zmetylowanego DNA bial-
ka MBP moga aktywowac enzym deacetylaze histonow
(HDAG, histone deacetylase) i/lub korepresory transkryp-
cji tj.: RP58 czy Sin3a, co prowadzi do silnej kondensacji
chromatyny i blokowania sekwencji promotora danego
genu, uniemozliwiajac dostep czynnikom transkrypcyj-
nym (TF) [1, 14-16]. Odkrycie biatek wigzacych si¢ do
metylowanych sekwencji CpG i ,,mobilizujacych” w tych
regionach deacetylazy histonow miato niebagatelne zna-
czenie w poznaniu roli metylacji DNA. Co wigcej okazato
si¢, ze procesy metylacji DNA i deacetylacji histonéw sa

prawdopodobnie silnie powigzane w generowaniu struk-
tury nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny [9].

Poczatkowo uwazano, ze procesy modyfikacji DNA
sa nadrzedne w stosunku do modyfikacji histonéw, ale
najnowsze badania wykazaly, ze modyfikacja histonow
rowniez moze zapoczatkowywac proces metylacji DNA
[17]. Tym samym, w epigenetycznych zjawiskach regulacji
ekspresji gendw niemniej wazng role¢ od metylacji DNA
odgrywaja reakcje acetylacji i deacetylacji histon6w, kata-
lizowane przez enzymy nalezace do acetylotransferaz
(HAT - histone acetylotransferase) i deacetylaz (HDAC)
histon6w [1]. Badania ostatnich lat wykazaly, ze pierwsze
z nich pelnig funkcje koaktywatoréw transkrypcji, pod-
czas gdy drugie sg jej korepresorami. Tym samym udato
si¢ potwierdzi¢ zwigzek modyfikacji kowalencyjnej bia-
fek chromosomalnych (acetylacja/deacetylacja histonow
rdzeniowych) z ekspresja genow.

Acetylotransferazy histonéw podzielono na cztery
gléwne grupy. W skiad pierwszej grupy nazwanej GNAT
(GCN5-related-N-acetyltransferases) wchodza biatka zaan-
gazowane lub zwigzane z inicjacjg transkrypcji (GCNS,
PCAF), elongacja (Elp3) oraz usuwaniem histonow
i wyciszaniem telomeréw (HAT1). Grupa druga to ace-
tylazy MYST (nazwa zlozona z pierwszych liter acetylaz,
wchodzacych w sktad tej grupy: MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2
i Tip60), ktore uczestnicza m.in. w regulacji apoptozy
i odpowiedzi na uszkodzenia DNA (Tip60), jak rowniez
wchodza w skiad kompleksow biatkowych, wigzacych si¢
z DNA w miejscach origin replikacji (HBO1). Kolejna
grupa acetylaz sktada si¢ ze SciSle zwigzanych ze sobg
bialek p300 i CBP (p300/cyclic-AMP-response-element
binding protein), bedacych koaktywatorami transkrypcji,
posiadajacymi sekwencje homologiczne do acetylaz grupy
GNAT. Ostatnig grupe bialek o aktywnosci HAT tworza
czynniki transkrypcyjne (TAFII250 — sktadnik kompleksu
TFIID), czy kofaktory receptoréw jadrowych (ACTR,
SRC1) [18, 19] (Tab. I). Acetylazy modyfikujg kilka — kil-
kanascie reszt lizyny w N-koncowym fragmencie histonow
poprzez przylaczenie do nich grup -CH,-CH,;. Wymagaja
rowniez okreslonej sekwencji otaczajacych lizyng amino-
kwasow, co swiadczy o duzej swoistoSci tych enzymow.
W potaczeniu z innymi biatkami acetylazy tworza kom-
pleksy enzymatyczne, np. kompleks STAGA: SPT3, TAF
i acetylaza GCNS, ktdre rozpoznaja i acetyluja rozne
reszty lizyny poszczeg6lnych histonow [20, 21].

Chociaz histony stanowig gléwny biologiczny sub-
strat dla acetylotransferaz (poszczegdlne enzymy wykazu-
ja preferencje wzgledem konkretnych histonow, Tab. I),
to enzymy te moga acetylowaé réwniez biatka niehisto-
nowe, takie jak czynniki transkrypcyjne (p53, MyoD,
GATA-1, E2F, TFIIE oraz TFIIF), czy bialka biorace
udziat w regulacji cyklu komoérkowego [22, 23].

Druga grupa enzymow, odpowiedzialnych za kowa-
lencyjne modyfikacje reszt lizyny w histonach, stanowig
deacetylazy. Do tej pory zidentyfikowano 18 enzymow
tej grupy, ktére podzielono na cztery klasy ze wzgledu
na podobienistwa w strukturze pierwszorzedowej. Klase
pierwsza tworza wystepujace jedynie w jadrze deace-
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Tab. I. Charakterystyka acetylotransferaz histonow (HAT) [20]

Histony acetylowane

Grupy HAT HAT (i towarzyszace im kompleksy) przez kompleksy HAT
GNAT GCN5 (STAGA, ADA, A2) H3, H2B
PCAF (PCAF) H3, H4
HAT1 (HATB) H3, H2A
ELP3 (elongator)
HPA2
MYST ESA1 (NUA4) H2A, H4
MOF (MSL) H4
SAS2
SAS3 (NUA3) H3
MORF
TIP60
HBO1 (ORC) H3, H4
p300/CBP p300
CBP
Podstawowe czynniki TAFII250 (TFIID)
transkrypcyjne oraz TFIIIC® H3, H4 > H2A
Fofaktory receptorow NUT! (mediator) H3 >> H4
jadrowych ACTRY
SRC1

) TFIIIC moze zawiera¢ do trzech polipeptydow o aktywnosci HAT

b) rowniez znane jako RAC3, AIB1, PCIP i TRAM

Tab. II Charakterystyka deacetylaz histonéow (HDAC) [23]

Substraty dla HDAC
Klasy HDAC HDAC HlsFony Inne biatka b
rdzeniowe @)
Klasa I HDAC1 + AR, ER, YY1
HDAC2 + GR, YY1
HDAC3 + GR, GATA1
HDACS + YY1
Klasa IT HDAC4 + GATA1
HDACS + GATAL1
HDAC6 + SHP, tubulina
HDAC7 +
HDAC9 +
HDACI10 +
Klasa III SIRT1 -
SIRT2 - 1
SIRT3 -
SIRT4 -
SIRTS - tubulina, p65, pS3
SIRT6 -
SIRT7 -
Klasa IV HDACI11 + J

a) 4+ deacetylacja H2A, H2B, H3 i H4; ,,~” brak aktywnosci wobec
histonow

Y AR, androgen receptor; ER, estrogen receptor; GR, glucocorticoids
receptor; YY1, GATAL, p53, p65 czynniki transkrypcyjne; SHP, orphan
nuclear receptor small heterodimer partner

tylazy: HADCI, 2, 3 i 8. Klasa druga zawiera enzymy,
mogace przemieszczac si¢ mi¢dzy cytoplazma a jadrem
komérkowym: HDAC4 do 7, 9 i 10. Do trzeciej klasy
HDAC zaliczono enzymy SIRT (Sirtl do 7), a do czwartej
HDACI1 [24] (Tab. II).

W przeciwienistwie do acetylacji, deacetylacja histo-
néw prowadzi do kondensacji struktur chromatynowych
poprzez zmniejszanie przestrzeni pomi¢dzy chromato-
somami. Cia$niejsze zwinigcie DNA utrudnia dostgp
czynnikow transkrypeyjnych, prowadzac do zahamowania
transkrypcji [25].

Najwazniejszym sygnalem zaangazowanym w inicja-
cje procesow wyciszania genow przez HDAC jest mety-
lacja wysp CpG DNA, ktora bezposrednio przyczynia si¢
do wiaczania komplekséw HDAC przez biatka rodziny
MBP (np. MeCP2), czy same metylotransferazy (DNMT)
[25, 26]. Kompleksy deacetylaz wykazuja aktywnoS$¢ nie
tylko wzgledem histondéw czy bialek rozpoznajacych
metylowane wyspy CpG, ale rowniez w stosunku do
takich bialek, jak p53, E2F, pRb, MyoD czy o-tubulina,
ktore uczestniczg w licznych fizjologicznych i patologicz-
nych procesach [25].

Modyfikacje epigenetyczne w komérkach
nowotworowych

Zaobserwowane ,,wzory” epigenetyczne, wystepujace
w ludzkich komérkach nowotworowych, r6znig si¢ od
tych, jakie wystepuja w tkankach prawidlowych. Kiedy
po raz pierwszy odkryto to zjawisko, rozpocz¢to bada-
nia na szeroka skale, ktorych celem bylo wyjasnienie roli
hipo- i hipermetylacji DNA w rozwoju tkanki nowotwo-



rowej [27]. Dzigki nim wiemy, ze w komorkach nowotwo-
rowych wystepuje hipometylacja, polegajaca na catko-
witej utratcie zawartoSci 5-metylocytozyny, w miejscach
duzych skupisk normalnie hipermetylowanych sekwencji
genomu - gléwnie w sekwencjach repetytywych i ,,paso-
zytniczych”, majacych zwiazek z generowaniem niestabil-
nosci genetycznej; natomiast hipermetylacja dotyczy wysp
CpG w sekwencjach promotorowych okre§lonych gendw,
kodujacych supresory nowotworowe, tj: p16/NK#% BRCA1
czy hMLH, prowadzac do ich wyciszenia [28].

W pordéwnaniu z metylacja DNA, nasza wiedza
dotyczaca roli modyfikacji histonéw w komoérkach nowo-
tworowych jest znacznie bardziej ograniczona. Wiadomo,
ze pewne modyfikacje uczestnicza w wyciszaniu genow
supresorowych. Dzieje si¢ to w polaczeniu z hiperme-

tylacja wysp CpG lub, tak jak w przypadku p21WAFI/CIP
bez tego polaczenia. Wykazano réwniez catkowity brak
monoacetylacji lizyny 16 i trimetylacji lizyny 20 w histonie
H4 w wielu ludzkich nowotworach. Uwaza sig, ze te dwie
histonowe zmiany epigenetyczne moga by¢ potencjalnymi
markerami transformacji nowotworowej [29, 30].

Hipermetylacja DNA w komérkach nowotworowych

W komorkach prawidlowych wystepuja systemy zabez-
pieczajace wyspy CpG przed nadmierna metylacja, do
ktorych naleza: aktywna transkrypcja, demetylacja DNA,
regulacja replikacji czy tworzenie odpowiedniej lokalnej
struktury chromatyny, utrudniajacej dostep metylo-
transferaz do DNA.

Tab. III NajczeSciej metylowane geny w komérkach nowotworowych [17]

Gen®) Skutki zaburzenia ekspresji Miejsce zmiany nowotworowej lub typ nowotworu
APC Zaburzenia w regulacji proliferacji komoérek, ich migracji, adhezji oraz ~ Piersi
reorganizacji cytoszkieletu Pluca
Przetyk
BRCAI Zaburzenia naprawy DNA i inicjacji transkrypcji Piersi
Jajniki
CDKN2A/ Zaburzenia przebiegu cyklu komorkowego i proliferacji Przew6d pokarmowy
pl6NKda Chioniak nieziarniczy (NHL)
Glowa i szyja
E-kadheryna Wozrost proliferacji i inwazyjnos$ci komorek Piersi
Tarczyca
Zotadek
ER Opornos¢ hormonalna Piersi
Prostata
GSTPI Utrata zdolnosci detoksyfikacji niektorych aktywnych metabolitow Prostata
kancerogennych Piersi
Nerki
hMLH1 Zaburzenia w poreplikacyjnej naprawie bi¢dnie sparowanych zasad Jelito grube
azotowych (mismatch repair, MMR) Zoladek
Endometrium
Jajniki
MGMT Zaburzenia naprawy DNA Pluca
Mozg
p15INKda Zaburzenia przebiegu cyklu komoérkowego i proliferaciji Choroby hematologiczne (leukemia, chtoniaki)
Pluca
RASSFI1A Zaburzenia przebiegu cyklu komorkowego i proliferacji Pluca
Piersi
Jajniki
Nerki
Rb Zaburzenia przebiegu cyklu komdrkowego i proliferacji Galka oczna np. siatkowczak (retinoblastoma)
Moézg — komory boczne np. skapodrzewiak
(oligodendroglioma)
VHL Zaburzenia degradacji biatek i stabilno$ci RNA Nerki

Galka oczna np. naczyniaki zarodkowe siatkowki

2 APC, adenomatous polyposis coli; BRCA1, breast cancer 1; CDKN2A, cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; ER, estrogen receptor; htMLH1, mutL
homologue 1; MGMT, O-6-methylguanine-DNA methyltransferase; RASSF1A, Ras association domain family member 1; Rb, retinoblastoma; VHL, von

Hippel-Lindau; NHL, non-Hodgkin’s lymphoma

431



432

W poréwnaniu do komoérek prawidlowych, regulacja
procesu metylacji DNA w komoérkach nowotworowych
jest powaznie zaburzona pomimo istnienia ww. mechani-
zmOw kontrolujacych. W nowotworach dochodzi bowiem
do ,,obchodzenia” tych zabezpieczen, czego efektem jest
najcze¢sciej hipermetylacja wysp CpG sekwencji repe-
tytywnych DNA, takich jak elementy LINE (long inter-
spersed nuclear elements), czy gendw zaangazowanych
w regulacje cyklu komorkowego (pl16'/NK# p]5INK4a Rp,
pl44RF) reperacje uszkodzenn DNA (BRCAI, MGMT),
apoptoze (DAPK, TMS1), opornos¢ lekowa, detoksyfi-
kacje, roznicowanie komorek, angiogeneze czy przerzuty
[17].

W zaleznoSci od typu zmiany nowotworowej mety-
lacji moga ulegac Scisle okre$lone geny. Na przyktad gen
GSPI ulega metylacji w 90% przypadkow raka prostaty,
podczas gdy w ostrej biataczce mielocytarnej gen ten
pozostaje niezmieniony. Zdarza si¢ jednak, ze metylacja
pewnych gendw, jak np. RASSF1A czy pl16™NK# jest nie-
zalezna od typu nowotworu [31]. Nierzadko tez, w okre-
Slonych typach nowotworéw mamy do czynienia z hiper-
metylacja nie jednego, ale kilku charakterystycznych
gendéw. Nie wiadomo, jakie mechanizmy sa odpowiedzial-
ne za taka ,,celowang” metylacje genow, ale przypuszcza
si¢, ze ma to zwiazek z biatkami, ktére maja zdolnosé
angazowania metylotransferaz do metylacji dinukleoty-
déw CpG w promotorach okreSlonych genow, tak jak ma
to miejsce w przypadku hybrydowego biatka PML-RAR,
bedacego wynikiem fuzji genéw PML (promyelocytic leu-
kemia protein) i RAR«. (retinoid acid receptor o) [32].

Zjawisko hipermetylacji DNA i wynikajaca z niego
utrata ekspresji roznych gendw moze przyczyniac si¢ do
rozwoju nowotwordw w takich narzadach, jak: piersi,
pluca, jelito grube czy mozg (Tab. III), ale moze mieé
rowniez potencjalne zastosowania kliniczne, szczeg6lnie
w diagnostyce.

Wezesna diagnoza ma ogromne znaczenie w pomysl-
nym leczeniu réznego typu nowotwordw. Tradycyjne
metody diagnostyczne, takie jak cytologia, histopato-
logia, czy immunohistochemia sa niezwykle przydatne,
ale charakterystyka markeréw molekularnych umozliwia
lepsza, bardziej doktadng klasyfikacje zmian nowotworo-
wych. I tak ocena profilu metylacji gendw markerowych
pozwala na rozroznienie typow i podtypdw nowotworow,
a takze, co ma jeszcze wigksze znaczenie, umozliwia
wczesng diagnoze nowotworow, gdyz zmiany we wzorze
metylacji mozliwe sa do wykrycia znacznie wczeSniej ani-
zeli pierwsze patologiczne zmiany w obrebie tkanek. Co
wiecej, w wielu przypadkach obecno$¢ komoérek nowo-
tworowych mozna wykry¢ nie tylko w surowicy krwi,
ale rowniez w innych, czesto fatwo dostepnych, ptynach
ustrojowych (Tab. IV) [17].

Najwazniejszy cel, jaki przySwieca badaniom mecha-
nizmu hipermetylacji DNA, to odkrycie skutecznej meto-
dy do walki z nowotworami. Obecnie znanych jest kilka
obiecujacych pod wzgledem klinicznym, cho¢ wcale nie
nowych, zwiazkéw hamujacych aktywnos¢ metylotransfe-
raz DNA. Sa to zmodyfikowane w pozycji 5 pierScienia
pirymidynowego analogi cytydyny, zapobiegajace metyla-
cji DNA: 5-azacytydyna (Vidaza), 5-aza-2-deoxycytydyna
(Decytabina), 1-B-D-arabinofuranosylo-5-azacytozyna
(Fazarabina) oraz dihydro-5-azacytydyna (DHAC).
Zwiazki te ulegaja inkorporacji do DNA (i RNA, tak
jak w przypadku azacytydyny). Moga réwniez wigzac si¢
kowalencyjnie z DNMT, co prowadzi do zaburzen pro-
cesow replikacyjnych i indukcji $mierci komorki [33].
Inhibitory DNMT moga réwniez prowadzi¢ do uszko-
dzefi DNA poprzez wywolanie niestabilnoSci struktu-
ralnej w miejscach inkorporacji. Wigzanie inhibitorow
do metylotransferaz powoduje ich inaktywacje i utrate
zdolnoSci metylacji co sprawia, Zze nowosyntetyzowana
ni¢ DNA nie jest metylowana. Wykazano na przyktad,

Tab. IV Wykrywanie zmian nowotworowych poprzez ocen¢ stopnia metylacji DNA [17]

Rodzaj nowotworu Gen ® Rodzaj lub zZrodio probki Metylacja (%)

Rak prostaty GSTPI Osocze 72
Mocz 36

Sperma 50

Niedrobnokomérkowy rak ptuc (NSCLC) APC Osocze 47
CDKN2A[p16!NK+a Ptukanie oskrzelowo-pgcherzykowe (BAL) 50

DAPK, MGMT, GSTP1 Osocze 73

Rak piersi pl6INKda Osocze 23
CCND2, RARpB Plukanie kanalikow 85

Rak pecherza moczowego pI44RE Osocze 40
Rak jelita grubego pl6!INKda Osocze 38
Rak przetyku APC Osocze 27
Rak watroby p15NKda Osocze 81
Nowotwory glowy i szyi pl6, DAPK, GSTPI1 i MGMT Osocze 42

3 GSTPI, glutathione S-transferase Pi 1; APC, adenomatous polyposis coli; CDKN2A/p16, cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; DAPK]I, death associated
protein kinase 1; MGMT, O-6 methylguanine-DNA methyltransferase; CCND2, cyclin D2



ze podanie decytabiny prowadzi do demetylacji DNA,
reaktywacji wczesniej wyciszonych genéw i roznicowania
komorkowego. Z kolei inkorporacja analogdw cytozyny
do RNA sprzyja rozpadowi polirybosomdw, nieprawid-
fowemu funkcjonowaniu tRNA i zahamowaniu syntezy
biatek [34].

Alternatywnym mechanizmem zahamowania aktyw-
noSci DNMT moze by¢ zastosowanie skierowanych prze-
ciwko mRNA dla DNMT antysensownych oligonukleo-
tydow, czyli krotkich syntetycznych fragmentéw kwasu
nukleinowego, wybidrczo wiazacych si¢ do okreSlone;j
sekwencji w mRNA. Wywolana wprowadzeniem anty-
sensu hybrydyzacja dwoch komplementarnych czasteczek
kwasow nukleinowych (antysensu i mRNA) moze blo-
kowa¢ translacje i prowadzi¢ do degradacji mRNA dla
DNMT, zmniejszajac tym samym poziom metylotransfe-
razy i w konsekwencji reekspresj¢ wielu inaktywowanych
w nowotworach genéw, m.in. p16/NK# [7].

Modyfikacje histonéw w nowotworach

Zmiany acetylacji histondw maja ogromne znaczenie
w procesach rozwoju i réznicowania komoérek. Dlatego
mutacje w genach acetylotransferaz (jak rowniez deacety-
laz) moga wywotywac u ludzi powazne choroby genetycz-
ne (np. zespdt Rubinsteina-Taybiego) i przyczyniac si¢ do
powstawania nowotworow.

Geny kodujace acetylotransferazy (HAT) moga ule-
gaé translokacji, amplifikacji, nadekspresji czy mutacji,
przyczyniajac si¢ do rozwoju réznych typo6w nowotworow,
szczegblnie pochodzenia nabtonkowego, jak i wywodza-
cych si¢ z uktadu hematopoetycznego. Mutacje punktowe
genu p300 typu zmiany sensu lub powodujace powstanie
skréconej wersji biatka p300 maja miejsce m.in. w pier-
wotnych guzach jelita grubego i zoladka. Natomiast
translokacje genéw CBP i p300 stwierdzono m.in. w ostrej
biataczce szpikowej, gdzie w wyniku fuzji (zespolenia)
otwartych ramek odczytu nastepuje potaczenie kilku
gendw. I tak geny kodujace biatka typu MOZ (monocy-
tic-leukaemia zinc-finger protein) lub MLL ( mixed-line-
age leukaemia DNA binding protein) ulegaja polaczeniu
z genem CBP, co moze powodowac wylaczenie funkcji
poszczegllnych acetylotransferaz lub tez zmiany w akty-
wacji transkrypcji wielu gendw, nieaktywnych w warun-
kach prawidtowych [35].

Wprawdzie nie ma doniesieni o specyficznych zmia-
nach genéw kodujacych deacetylazy (HDAC), to jednak
zaburzenia aktywnoSci tych enzymow moga by¢ zaanga-
zowane w rozwdj nowotworoéw poprzez zwiazki z onko-
genami czy genami supresoréw nowotworowych [1]. Na
przykiad, mutacje w genie kodujacym biatko Rb (reti-
noblastoma), ktére w warunkach prawidtowych hamuja
transkrypcje genow przy udziale HDACI, znosza oddzia-
tywania Rb z HDAC, przyczyniajac si¢ do rozwoju raka.
Podobnie sytuacja przedstawia si¢ z kolejnym supresorem
nowotworowym, biatkiem p53, ktore w wyniku mutacji
moze utraci¢ zdolno$¢ do oddziatywania z kompleksem
biatkowym Sin3-HDAC, a tym samym traci wlasciwosci
korepresora transkrypcji genéw odpowiedzialnych za

regulacje proceséw apoptozy, jak np. survivina. W kon-
sekwencji dochodzi do nadmiernej ekspresji genu dla
surviviny, powodujacej zahamowanie indukcji apoptozy
oraz niekontrolowang proliferacj¢ komorek.

Zaburzenia aktywnoSci deacetylaz histondéw odgry-
waja rowniez istotng rol¢ w powstawaniu ostrej biataczki
promielocytarnej, wynikajacej z translokacji chromo-
somalnej genu receptora kwasu retinowego (RARw.),
powodujacej powstanie fuzji RARo z genem PML, PLZF
(promyelocytic zinc fnger protein), NPM (nucleophos-
min) lub NuMA (nuclear mitotic apparatus). Hybrydowe
biatka onkogenne — produkty potaczonych genéw (np.
RAR-PML, RAR-PLZF) — wiaza si¢ z HDAC za pomo-
ca swoistych bialek jadrowych NCoR (nuclear-receptor-
-corepresor) i SMRT (silencing mediator for retinoid and
thyroid hormone receptors), prowadzac w konsekwencji do
utrzymania (przez HDAC) skondensowanej postaci chro-
matyny i hamowania ekspresji genow, niezbednych do
réznicowania si¢ promielocytu [21], z tego wzgledu duze
nadzieje pokfada si¢ w inhibitorach deacetylaz histonéw
jako nowej terapii przeciwnowotworowej, ukierunkowa-
nej na epigenetyczne modyfikacje.

Inhibitory HDAC (HDACI), takie jak SAHA (sub-
eroylanilide hydroxyamic acid) czy TSA (trichostatyna A),
wigzac si¢ z deacetylotransferazami HDAC hamuja ich
aktywnoS¢. W ten sposob dochodzi do nasilenia acetylacji
histonéw, a w konsekwencji do zahamowania proliferacji,
indukcji réznicowania lub apoptozy komoérek nowotwo-
rowych, co wynika miedzy innymi z reaktywacji genow
supresorowych. Co wigcej, niemal wszystkie HDACI
aktywuja transkrypcje genu kodujacego biatko p21WAFL]
przy jednoczesnym hamowaniu ekspresji genéw dla cyklin
D1, Ai E. W efekcie dochodzi do zahamowania cyklu
komoérkowego komoérek nowotworowych w fazie Gl1
lub G2/M [21, 36]. Zaobserwowano rowniez, ze niekto-
re inhibitory HDAC moga prowadzi¢ do podwyzszenia
ekspresji genow p53, Fas/CD95 i TRAIL/DRS powodujac
w ten sposob aktywacje zewnatrz - i wewnatrzkomorko-
wego szlaku apoptozy. Uruchomienie poszczegélnych
szlakow apoptotycznych charakteryzuje si¢ z kolei zmia-
nami w ekspresji i aktywnosci biatek z rodziny BCL-2
(Bax, Bak, Bad, Bid, Bcl-2 czy Bcl-xl), a takze wzrostem
aktywnosci kaspaz 9, 8 i 3, co prowadzi do proteolizy bia-
fek i programowanej $mierci komérek nowotworowych
[37, 38]. Pojawily si¢ rowniez doniesienia, ze inhibitory
deacetylaz mogg odgrywac znaczaca rol¢ w hamowaniu
procesow angiogenezy. W trakcie badan in vivo i in vitro
stwierdzono, ze trichostatyna A obniza poziom induko-
wanego niedotlenieniem czynnika wzrostu Srodbfonka
naczyn (VEGF). Podobnie, kwas walproinowy obniza
znaczaco w komorkach raka jelita grubego poziom tran-
skryptu (mRNA) dla VEGE, a w konsekwencji samego
biatka [39, 40].

Podsumowanie
Przedstawione — w znacznym skrocie — dane pokazuja,

jakie potencjalne mozliwosci kryja si¢ w modyfikacji pro-
cesOw kontrolujacych zmiany epigenetyczne. Szczegol-
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ne, praktyczne wykorzystanie epigenetyki w diagnostyce
i terapii chor6b nowotworowych upatruje si¢ w przypad-
ku pojedynczych gendéw (zwlaszcza supresoréw nowo-
tworowych), ktére, pozostajac niezmutowane, ulegaja
deregulacji lub wyciszeniu na skutek zaburzenia wzoru
epigenotypu, wynikajacego z hipermetylacji DNA i/lub
modyfikacji histonéw. Niewykluczone, ze nowotwory sg
wynikiem zaburzef epigenetycznych, a obserwowane
w komorkach nowotworowych liczne mutacje w obrebie
gendw i rearanzacje chromosomowe tylko ich konse-
kwencja. Niezaleznie od pierwotnej przyczyny roznych
typéw chordb nowotworowych, poznanie mechanizméw
rzadzacych zmianami epigenetycznymi moze by¢ zrodiem
nowych metod terapeutycznych (np. faczne zastosowa-
nie w terapii inhibitor6w metylotransferaz i inhibitoréw
deacetylaz histonow), ktére w potaczeniu z tradycyjnymi
sposobami leczenia powinny przynie$¢ dalszy postep w le-
czeniu nOWOtworow.
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