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INFORMACJE O ARTYKULE ABSTRACT
Historia artykutu: Relations between genetic alterations and different types of leukemia lead to understan-
Otrzymano: 12.09.2012 ding that leukemogenesis is a mainly genetic-based phenomenon. However recently role
Zaakceptowano: 20.12.2012 of factors of epigenetic nature is highlighted in research on oncogenic transformation.
Dostepne online: 21.02.2013 Epigenetic regulation is defined as heritable patterns that are not related to DNA
sequence. There are three major forms of epigenetic regulation: DNA methylation, his-
Stowa kluczowe: tone modifications — methylation and acetylation - and regulation through small non-
e bialaczka coding RNAs. Epigenetic regulation is important in development of different types of
o epigenetyka leukemia. Changes in DNA methylation patterns as well as in histone methylation and
 metylacja DNA acetylation were detected in samples from patients with leukemia. In addition different
e modyfikacje histonéw profiles of miRNA, one subtype of noncoding RNAs, were associated with this disease.
e miRNA What is more, alteration in activity of enzymes involved in regulation of DNA and his-

tone modification can also be detected in leukemic cells. Current knowledge of epigenetic

regulation allows for better diagnostic of leukemia and better understanding of mecha-
Keywords: nism involved in its therapy. It also allowed for development of new forms of therapies
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targeted specifically on mechanisms involved in epigenetic regulation.
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e miRNA
pochodzeniem i przebiegiem [1]. Wiele z nich powigzanych
Wstep zostalo z okreSlonymi zmianami genetycznymi. Przykta-
dowo, przewlekla biataczka szpikowa (CML) wywolywana
Biataczki nalezg do choréb rozrostowych uktadu krwionos- jest translokacjg chromosomowsg t(9;22) (q34;q11), w wyniku
nego. Wspdlczednie, zgodnie z klasyfikacja WHO z 2008 ktérej powstaje gen fuzyjny BCR-ABL kodujacy onkogenna,
roku, wyréznia sie kilka typdéw biataczek rdéznigcych sie konstytutywnie aktywna kinaze tyrozynowsa [2]. Choroba
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zaczyna sie fazg przewlekly, ktéra nastepnie przechodzi
w faze ostrg i/lub kryze blastyczng [3]. Podobnie rézne
podtypy ostrej bialaczki szpikowej (AML) sg powigzane ze
specyficznymi aberracjami chromosomowymi i powstajgcymi
w ich wyniku fuzyjnymi onkogenami, takimi jak PML-RARA,
MLLT3-MLL czy DEK-NUP214 [4, 5]. Takze w obrebie bialaczek
limfoblastycznych B istnieje podgrupa, ktérej etiologia zwia-
zana jest z wystgpieniem zaburzen chromosomowych oraz
powstaniem takich onkogenéw, jak rearanzZowane geny
biatka MLL czy geny fuzyjnego biatka EL-AML1 (przeglad
przedstawiajg Vardiman i wsp. [4]).

W ostrych biataczkach limfoblastycznych oraz o zrézni-
cowanym pochodzeniu obserwuje sie genetyczne zmiany
o charakterze fuzji i translokacji, miedzy innymi t(9;22)/
BCR-ABL, t(4;11)/MLL-AF4, t(12;21)TEL-AML1 oraz t(1;19)
E2A-PBX, w komoérkach progenitorowych limfocytéw T i B,
ktére prowadza do ich transformacji nowotworowej
i zwiekszonej proliferacji [6].

Zwigzki miedzy wystepowaniem opisanych zaburzen
genetycznych a zapadalno$cig na biataczki doprowadzity do
pogladu, Ze nowotwory krwi sg chorobami o genetycznym
podlozu, jednakze w ostatnich latach zwraca sie uwage na
istotng role regulacji epigenetycznej w rozwoju tych scho-
rzen.

Mechanizmy regulacji epigenetycznej

Definicje epigenetyki i epigenetycznej regulacji ekspresji
gendw sg kontrowersyjne i nieprecyzyjne. Na potrzeby tego
przegladu przyjmiemy uproszczone ujecie, zgodnie z ktérym
epigenetyczna modyfikacja ekspresji genéw oparta jest na
dziedzicznych wzorcach, niezwigzanych ze zmianami
w sekwencji DNA [7]. Obejmuja one takie zjawiska jak
metylacja DNA, modyfikacje histonéw oraz niekodujgce
RNA (ncRNA) (Ryc. 1) [8]. Wspomniane modyfikacje tworzg
sie¢ wzajemnie oddzialujgcych na siebie czynnikéw, ktére
umozliwiajg precyzyjng kontrole ekspresji genéw i sg pod-
stawg takich zjawisk, jak réznicowanie sie komoérek
w trakcie rozwoju osobniczego [9].

Metylacja DNA zachodzi u ssakéw gléwnie w obrebie
wysp CpG, aczkolwiek stwierdzono jg takze poza tymi
obszarami [10]. Metylacja reszt cytozyny przeprowadzana
jest przez enzymy z grupy metylotransferaz DNA (DNMT).
Metylacje de novo przeprowadzajg DNMT3A i DNMT3B, zas
metylacja zachowawcza przeprowadzana jest przez DNMT1
[11]. Metylacja DNA prowadzi do hamowania ekspres;ji
genéw poprzez co najmniej dwa mechanizmy. Metylowane
sekwencje stabiej wigzg czynniki transkrypcyjne, co prowa-
dzi¢ moze do ostabienia transkrypcji i w efekcie wyciszenia
ekspresji genu, ktérego sekwencja ulegta hipermetylacji [12].
Z drugiej strony metylacja moze indukowal zwigzanie
innych, specyficznych czynnikéw regulatorowych, takich jak
MeCP-1 (biatko wigzace metylo-CpG) ostabiajacych ekspresje
informacji genetycznej [13]. Wykazano takze, ze metylacja
DNA moze prowadzi¢ do zwiekszenia stopnia upakowania
chromatyny. Wspétdziatanie enzyméw metylujacych de novo
i metylotransferaz zachowawczych prowadzi do utworzenia
i dziedziczenia wzorcow metylacji DNA w genomie ssakow.
Wykazano, ze zjawiska metylacji DNA sg kluczowe dla
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Ryc. 1 - Schemat przedstawiajacy rézne typy modyfikacji
epigenetycznych i ich wplyw na ekspresje genéw. DNMT -
metylotransferazy DNA; HMT - metylotransferazy
histonéw; HDMT - demetylazy histonéw; HAT -
acetylotransferazy histonéw; HDAC - deacetylazy
histonéw; ncRNA - niekodujace RNA

Fig. 1 - Diagram showing the different types of epigenetic
modifications and their influence on gene expression. DNMT —
DNA methyltransferase; HMT - histone methyltransferase;
HDMT - histone demethyltransferase; HAT - histone
acetyltransferase; HDAC - histone deacetylase; ncRNA - non-
coding RNA

wlasciwego przebiegu rozwoju zarodkowego [14]. Metylacja
wysp CpG jest mechanizmem zapewniajagcym wyciszenie
miedzy innymi sekwencji retrotranspozonowych stanowig-
cych znaczaca cze$¢ genomoéw ssakéw [15]. Proces ten
pozwala réwniez na inaktywacje jednego z dwdéch chromo-
soméw X w komoérkach zenskich, a takze ekspresje monoal-
leliczng opartg ona pietnowaniu rodzicielskim [11, 16].

Przez dlugi czas za jedyny powszechnie akceptowany
mechanizm demetylacji DNA u ssakéw uznawana byta
pasywna demetylacja wynikajagca z replikacji DNA.
W ostatnich latach odkryto jednak enzymy z rodziny TET
odpowiedzialne za przeksztalcenia 5-metylocytozyny do
5-hydroksymetylocytozyny i zapoczgtkowujgce szlak reakcji
prowadzacych do aktywnej demetylacji DNA [17].

Modyfikacje histonéw nastepuja poprzez kowalencyjne
wigzanie réznych grup chemicznych do ich N-koncéw. Dwie
najczestsze modyfikacje to metylacja i acetylacja. Metylacja
przeprowadzana jest przez metylotransferazy histonéw
(HMT), ktére przytaczajg jedna lub wiecej grup metylowych
do reszt lizyny lub argininy [18]. Metylacja histonéw jest
procesem przynajmniej czeSciowo odwracalnym przez
demetylazy histonéw (HDM), takie jak JHDM1 czy JMJD2 [19].
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Efekty metylacji histonéw obejmujg rozluzZnienie struktury
chromatyny wynikajace ze zmian w strukturze nukleoso-
moéw, a takze utworzenie miejsc wigzacych rézne biatka
regulatorowe, w tym czynniki transkrypcyjne [18, 19]. Proces
ten moze jednak prowadzi¢ zaréwno do hamowania, jak
i stymulacji ekspresji gendéw, w zaleznosci od tego, ktére
aminokwasy ulegajg metylacji oraz ile reszt metylowych jest
do nich przytgczanych. Trimetylacje H3K9me3, H3K27me3
wigze sie zazwyczaj z wyciszaniem gendéw, zas metylacje
H3K4me2/3, H3K36me3, H3K79me2 promujg proces trans-
krypcji [20]. Takze metylacja argininy moze prowadzi¢ do
wyciszania jak i zwigkszenia ekspresji genéw na drodze
modyfikacji powinowactwa metylowanych regionéw chro-
matyny do czynnikéw transkrypcyjnych [21].

Acetylacja histonéw przeprowadzana jest przez acetylo-
transferazy histondéw (HAT), ktére przylgczaja pojedyncze
grupy acetylowe do zachowanych ewolucyjnie reszt lizyno-
wych zawartych w ogonach N-koncowych histonéw, zas
deacetylacja - przez deacetylazy histonéw (HDAC) [22].
Wyréznia sie trzy gléwne grupy acetylotransferaz histonéw:
rodzina N-acetylotransferaz powigzanych z Gcn-5, rodzina
CBP/p300 i rodzina MYST oraz cztery klasy deacetylaz
histonéw [22, 23]. Deacetylazy nalezace do klas I, II i IV
wykorzystujg jony Zn?* jako kofaktor, zaé przedstawiciele
klasy III wykorzystujg NAD* [23]. Poniewaz enzymy te mogg
takze deacetylowad reszty lizyny w biatkach innych niz
histony, obecnie czesto okreéla si¢ je jako deacetylazy lizyny
(KDAC) [24]. Zwiekszajagc wypadkowy ladunek ujemny hi-
stonéw, acetylacja prowadzi do ostabienia wigzania z DNA
i ulatwia wigzanie si¢ czynnikéw transkrypcyjnych [19].
Stwierdzono takze, ze efektem acetylacji jest ostabienie
oddzialywan miedzy nukleosomami [25]. Wspédtdziatanie
proceséw metylacji i acetylacji histonéw nie jest do konca
jasne. Sugeruje sie, ze acetylacja okreslonych histonéw
moze promowac ich metylacje i efekty te mogg synergi-
stycznie prowadzi¢ do podwyzszenia poziomu ekspresji
genodéw [26].

Opisane modyfikacje histonéw skladajg sie na system
regulacji opisywany czasami jako kod histonowy. Podstawg
jego dzialania jest aktywno$¢ bialek zaangazowanych w jego
odczyt [27]. Przyjmuje sie, Zze odczyt wzorcéw zwigzanych
z acetylacjg przeprowadzany jest przez biatka zawierajgce
bromodomeny, za$ modyfikacje zwigzane 2z metylacjg
odczytywane sa przez biatka wyposazone w chromodomeny
[27]. Modyfikacje te funkcjonujg w kontekscie aktywnosci
antagonistycznie dzialajgcych komplekséw bialek z grupy
Polycomb i Trithorax [28]. Bialtka z grupy Polycomb sa
wigzane z wyciszaniem ekspresji genéw, podczas gdy biatka
z grupy Trithorax z aktywacjg ekspresji, za$ ich wspétdziata-
nie moze utrwala¢ wzorzec regulacji zwigzany z kodem
histonowym w trakcie replikacji DNA i podziatéw komérko-
wych [29]. Mutacje w genach tych biatek, na przyktad ASXL1,
sa jednymi z charakterystycznych zaburzen wystepujacych
w réznych chorobach zwigzanych z hematopoezg [30]. Co
wiecej, ostatnio uzyskane wyniki sugeruja, ze regulacja ta
odbywa sie takze przy wspétudziale ncRNA [31].

Istnieje szereg réznych form ncRNA. Przykladem, ktéry
opiszemy dalej, s3 mikroRNA (miRNA) - czgsteczki RNA
dtugosci okoto 22 nukleotydéw, ktére regulujg aktywnosé
mRNA [32]. Regulacja mRNA odbywa sie na drodze

sparowania sekwencji miRNA z fragmentem mRNA.
miRNA funkcjonujg w kompleksach z biatkami, tworzac
miRNP. Dojrzewanie miRNA obejmuje procesy katalizo-
wane czesSciowo przez te same enzymy co w przypadku
matych interferujacych RNA. W przypadku wystgpienia
znacznej komplementarnos$ci miedzy czasteczkami miRNA
a danym transkryptem dochodzi do jego degradacji. Przy
mniejszej komplementarnosci miRNP wywota¢ moze inhi-
bicje translacji we wspdldzialaniu z biatkiem z rodziny
Argonaute, ale szczegdbly tego procesu nie sg znane (prze-
glad u Stefani i Slacka [33]). W genomie czlowieka zidenty-
fikowano ponad 800 genéw miRNA, ktére mogg wplywaé
na ekspresje ponad potowy biatek w organizmie, regulujac
aktywno$¢ wiekszosci fundamentalnych proceséw, takich
jak wzrost, rozwdj i réznicowanie sie, cykl komoérkowy czy
programowana $mier¢ komoérki (przeglad u Stefani i Slacka
[33]). Deregulacja aktywnosci miRNA jest jednym
z charakterystycznych przejawéw wielu transformacji
nowotworowych [34].

Metylacja DNA w biataczkach

Metylacja wysp CpG moze wplywacé na proces transformacji
nowotworowej na trzy sposoby. Po pierwsze demetylacja
onkogenéw prowadzi do ich aktywacji, umozliwia trans-
krypcje ich sekwencji poprzez zniesienie mechanizméw
wyciszajagcych wykorzystujgcych metylacje i w efekcie
sprzyja transformacji nowotworowej. Po drugie, nieprawi-
dlowa metylacja genéw supresorowych nowotworéw prowa-
dzi do ich inaktywacji, co moze odblokowa¢ szlaki aktywne
w trakcie transformacji nowotworowej. Po trzecie metylo-
wane sekwencje czesSciej ulegajg mutacjom, ktére majg
potencjalnie onkogenny charakter (przeglad przedstawiajg
Gonzalgo i Jones [35]). Stwierdzono, ze inaktywacja u koméo-
rek nowotworowych enzyméw kontrolujagcych poziom
i wzér metylacji DNA prowadzi do ich $mierci [36]. Podobnie
jak inne nowotwory, komérki bialaczek wykazujg liczne
odchylenia we wzorcach metylacji DNA w poréwnaniu
z komérkami zdrowymi [37]. Przykladowo, badania
z uzyciem mikromacierzy wykazaly u pacjentdéw z dziecieca
formg ALL zwiekszong metylacje pieciu genéw: PPP2R3A
(podjednostka regulatorowa fosfatazy 2), THRB (B receptor
hormonu tarczycy), FBLN2 (fibuliny 2), BNC1 (bazonukliny 1)
oraz MSX1 (homeoboksu msh 1). Co wiecej, wykazano
réznice w statusie metylacji tych genéw miedzy biataczkami
ALL typu T i B [38]. Stwierdzono, ze niektére z tych zmian
moga funkcjonowaé jako wyznaczniki w diagnostyce biata-
czek, a takze w okre$laniu rokowania dla pacjentéw. Jako
przyklad stuzyé¢ moze hipermetylacja i inaktywacja genéw
HOXA, ktéra jest zwigzana ze zlymi rokowaniami, zaréwno
w bialaczkach szpikowych jak i limfocytarnych [39]. Przy-
klady genéw hipermetylowanych w réznych bialaczkach
zawiera tabela L.

Zauwazono, ze w przypadku zaburzen wzorcéw metylacji
w AML czeSciej obserwuje sie globalny wzrost poziomu
metylacji ré6znych gendéw w poréwnaniu z komérkami pra-
widlowymi, chociaz u niektérych pacjentéw obserwuje sie
hipometylacje, zawsze jednak wzorzec metylacji jest zmie-
niony w stosunku do wzorca obecnego u oséb zdrowych
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Tabela I - Wybrane geny hipermetylowane w poszczegélnych typach bialaczek (na podstawie [44], zmienione, cytowania

tamze)

Table I - Selected genes hipermetylowane in different types of leukemia (based on [44], as amended, quoted ibid)

Gen Funkcja CML (%) AML (%) ALL (%) CLL (%)
c-ABL Kinaza tyrozynowa 20-81

Kalcytonina Resorpcja Ca?* 20-80 50-90 >70

E-kadheryna Adhezja miedzykomorkowa 32-78 53-100 60
ER Receptor estrogenu 20-50 70-90 60-90

MDR1 Opornos¢ wielolekowa 10-31

MyoD Réznicowanie komérek mieSniowych 50-80 50-80

p15MkaB Inhibitor kinaz cyklino-zaleznych 24 30-90 38-80 <10
RARB Receptor kwasu retinowego >50

[40]. U chorych na AML i CML stwierdzono takze wzmozong
ekspresje genéw metylotransferaz DNA DNMT1, -3A, i -3B
[41]. W zespotach mieloproliferacyjnych, ktére mogg prowa-
dzi¢ do rozwoju AML, stwierdzono wystepowanie mutacji
TET2 kodujacej enzym demetylujacy DNA [42]. W ostatnich
latach stwierdzono zwigzek miedzy hipermetylacja w AML
a wystgpowaniem zmutowanych wariantéw genéw IDH1/2
kodujacych cytozolowg i mitochondrialng dehydrogenaze
izocytrynianu. Zasugerowano, ze zwigzek ten wynika¢ moze
z wplywu wytwarzanego przez IDH1/2 a-ketoglutaranu na
aktywnos$¢ enzymoéw regulujgcych poziom metylacji DNA
(przeglad u Fathi i Abdel-Wahab [43]).

Badania globalnych profili metylacji DNA pozwolity mie-
dzy innymi zidentyfikowaé pie¢ nowych podtypéw AML,
a takze specyficzne wzorce metylacji towarzyszace formom
fuzyjnych onkogenéw wystepujagcych w AML, takim jak
AML1-ETO, CBFb-MYH11 i PML-RARA [40]. Wzorzec metylacji
DNA w AML zmienia sie w trakcie przebiegu choroby -
w péznym okresie rozwoju choroby obserwuje sie hiperme-
tylacje w promotorze genu HIC1 i jest to skorelowane
z nawrotem choroby po zastosowaniu chemioterapii. Co
wiecej, 100% hipermetylacji tego genu obserwuje sie takze
u pacjentéw w fazie kryzy blastycznej CML [44]. Pacjenci
chorzy na AML wykazujg takze bardzo niejednolite wzorce
metylacji gendéw inhibitoréw kinaz cyklino-zaleznych,
w tym CDKN2B [45, 46]. Metylacja CDKN2B skorelowana jest
z nadekspresja metylaz DNMT1 i DNMT3B, ktéra z kolei
moze by¢ przyczyng dalszych zaburzen we wzorcach mety-
lacji DNA [41].

W ALL istotne znaczenie prognostyczne moze mieé stan
metylacji promotora genu biatka p21 (CDKN1A) oraz genu
kalcytoniny CALC1. Hipermetylacja tych sekwencji pozwala
prognozowac nieskuteczno$¢ terapii [47, 48]. Brak niepra-
widlowej metylacji CDKN1A jest z kolei pozytywnym pro-
gnostykiem zaréwno w ostrych biataczkach mieloblastycz-
nych, jak i limfoblastycznych [46]. W przypadku CLL stwier-
dzono istotne relacje miedzy mutacjami w genie IgVH
bedagcym gléwnym markerem dla tego typu biataczek,
a stanem metylacji takich gendéw, jak ZAP-70 kodujgcy inny
marker dla biataczek CLL czy gen czynnika transkrypcyjnego
TWIST2, oraz prognozami dla leczenia. Wyciszenie ZAP-70
koreluje z jego metylacjg i mutacja w IgVH, za$ pacjenci
z metylowanym ZAP-70 charakteryzuja sie znaczgco diluz-
szym oczekiwanym czasem przezycia, ktérego mediana
wynosi 211 miesiecy w poréwnaniu z 81 miesiecy dla
pacjentéw, u ktérych nie stwierdzono metylacji tego genu
[49]. Z kolei dla czynnika transkrypcyjnego TWIST2

obserwuje sie korelacje miedzy brakiem mutacji w IgVH
a metylacjg tego genu oraz zlymi prognozami dla leczenia
[50]. Metylacja niektérych genéw moze uposledzi¢ wrazli-
wos¢ komérek biataczkowych na chemoterapeutyki stoso-
wane w terapiach. Przykladem takiej relacji jest hipermety-
lacja promotora PTEN prowadzaca do inaktywacji tego genu,
ktéra powigzana jest z opornoscig na leki, w tym inhibitora
kinaz tyrozynowych - imatynibu (IM) [51]. W ALL obserwuje
sie takze hipometylacje, ktéra prowadzi miedzy innymi do
aktywacji protoonkogenu HOX11 [52].

W CML badano zmiany we wzorcach metylacji
w kolejnych stadiach rozwoju tej choroby. W trakcie przej-
$cia od fazy przewleklej do kryzy blastycznej obserwuje sie
wzrost poziomu metylacji takich gendéw, jak ABLI1, CALCI,
HIC1, oraz receptora estrogendéw [44, 53-55]. Ponadto wyka-
zano, ze rozwojowi CML towarzyszy utrata pietnowania
rodzicielskiego, co prowadzi¢ moze do patologicznej bialle-
licznej ekspresji genéw, ktére normalnie ulegajg ekspresji
monoallelicznej [56]. Stwierdzono takze, ze przejscie od fazy
przewleklej do fazy kryzy blastycznej skorelowane jest ze
wzrostem globalnej aktywnos$ci metylotransferaz [41]. Nie-
dawno odkryto, ze hipermetylacja genu czynnika transkryp-
cyjnego PU.1 prowadzi do wyciszenia jego ekspresji i moze
by¢ istotnym markerem zmian nowotworowych — utrzymuje
sie w komoérkach szpiku nawet po catkowitej remisji cho-
roby pod wplywem terapii IM [57]. Zarazem przy przejSciu
od fazy przewleklej do fazy ostrej i/lub kryzy blastycznej
obserwuje sie hipometylacje niektérych sekwencji, na przy-
kltad promotora retrotranspozonu LINE1, co prowadzi do
aktywacji transkrypcji sensownej prowadzacej do ekspresji
ORF1 i transkrypcji antysensownej skutkujacej ekspresja
protoonkogenu MET. Aktywacje LINE1 skorelowano takze
z wysokimi poziomami transkryptu BCR-ABL [58]. Hipomety-
lacja jest tez przyczyna nadekspresji antygenu CD7 bedga-
cego jednym z istotnych markeréw prognostycznych w CML
[59]. Globalna demetylacja indukowana dziataniem deoksy-
5-azacytydyny (DAC) skutkuje réznicowaniem sie i autofagia
w komoérkach biataczkowych [60]. Zmiany we wzorcach
metylacji odpowiadaé¢ mogg tez za nabywanie w przebiegu
CML lekoopornosci. Stwierdzono, ze metylacja genu media-
tora interakcji z Bcl-2 (BIM) jest skorelowana z opornoscig
na dziatanie IM [61].

W komoérkach biataczki CLL obserwuje sie nadekspresje
onkogenu TCL-1 wynikajaca z demetylacji jego promotora.
Gen ten peli prawdopodobnie role w blokowaniu réznico-
wania komoérek hematopoetycznych, rozwoju guzéw
i dzialaniu antyapoptotycznym [62]. W CLL obserwuje sie
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takze nadekspresje kilku innych gendéw, ktéra moze byé
wywolana hipometylacjg ich promotoréw, miedzy innymi
Bcl-2 i DNMT3B, ktérego nadekspresja skorelowana jest
z hipometylacjg LINE1 [58].

Szereg wynikéw wskazuje, ze odpowiednie poziomy
metylacji DNA zwigzane sg z potencjalem prawidtowego
réznicowania sie komoérek macierzystych. Takze biatacz-
kowe komorki macierzyste, u ktérych indukowano hipome-
tylacje, przejawiajg znacznie obnizony potencjal do odnowy
i rozwoju (przeglad przedstawiajg Vocentanz i wsp. [63]).

Metylacja histoné6w w bialaczkach

Zaburzenia wzoru metylacji histonéw mogg mieé¢ zwigzek
z rozwojem réznych nowotwordw [64]. Zmiany te odgrywaja
takze istotng role w rozwoju biataczek. W przypadku ALL
i AML stwierdzono, ze czeste w ich przebiegu chromoso-
mowe rearanzacje prowadzg do powstania patologicznych,
chimerycznych bialek zawierajgcych fragmenty biatka MLL
o aktywnosci metylotransferazy H3K4, ktdére jest ludzkim
homologiem biatka Trithorax. Zaproponowano kilka mecha-
nizméw, wedlug ktérych warianty te modyfikuja ekspresje
gendéw, w tym rekrutacje HDAC, rekrutacje koaktywatoréw
czy oligomeryzacje biatka MLL. W konsekwencji dochodzi do
nadekspresji genu HOX i blokady réznicowania sie komérek
hematopoetycznych [65]. Dalsze badania pozwolily stwier-
dzié, ze chimeryczne warianty MLL nie wykazujg aktywnosci
metylotransferazy, lecz muszg wspoétdziala¢ z innymi czyn-
nikami, takimi jak DOTIL, by moéc wplywaé na proces
leukemogenezy [66]. W badaniach nad mysim i ludzkim
modelem bialaczek z rearanzacjami MLL stwierdzono, ze
biatko to wywotluje rekrutacje DOTI1L do rejonéw zawieraja-
cych geny HOX, co prowadzi do metylacji H3K79 w obrebie
ich promotoréw i wzmozenia ekspresji tych genéw [67].
Z kolei komdrki immortalizowane genami chimerycznych
wariantéw biatka MLL ulegajg apoptozie po wyciszeniu
ekspresji DOTIL [68]. Wptyw na aktywnos¢ genéw HOX majg
takze procesy metylacji H3K36 i H4K20 przeprowadzane
przez biatka chimeryczne wystepujagce w AML, w sklad
ktérych wchodzi fragment metylotransferazy NSD1 potg-
czony z nukleoporyng 98. NUP98-NSD1 indukuje AML na
drodze inaktywacji represji genu Hox-A przez represor EZH2
[69]. EZH2 jest metylotransferaza metylujacg histon H3
w pozycji K27, ktéra wchodzi w sktad kompleksu regulato-
rowego Polycomb [70]. W niektérych typach biataczek
zidentyfikowano warianty EZH2 zawierajgce mutacje inak-
tywujaca aktywno$¢é metylotransferazowsg, co podkresla
role EZH2 jako represora nowotworéw [71]. Aktywacja
genéw HOX moze tez wynika¢ z demetylacji przeprowadzo-
nej przez HDMT, jak to jest w przypadku demetylazu
KDM2b, istotnej w transformacji nowotworowej w przebiegu
AML [72].

W przypadku biataczek typu CLL zidentyfikowano takze
zjawisko represji genu RELB, ktérego aktywno$¢ zwigzana
jest z wrazliwo$cig na terapie zalezna od plci. RELB jest
elementem szlaku przekazywania sygnaléw NF-«B. Gen
tego biatka jest poddany represji w komoérkach opornych
na terapie mezczyzn, lecz u kobiet ulega wzmozonej
ekspresji [73].

Rola acetylacji histoné6w w biataczkach

Wzory acetylacji histonéw ulegajg zmianom w transformacji
nowotworowej i mogg by¢ pomocne w prognozowaniu prze-
biegu choroby. Stwierdzono pozytywng korelacje miedzy
acetylacja histonu H4 a odsetkiem catkowitych remisji
i przezy¢ w przebiegu ALL [74]. Niektére HAT sg identyfiko-
wane jako skladniki onkogennych bialek chimerycznych
w biataczkach. Przykladem moze by¢ spotykane w AML
z translokacja t(8;16)(p11,p13) biatko MOZ-CBP, ktére
powstaje w wyniku polgczenia dwéch biatek o funkeji acety-
lotransferaz: CBP i MOZ [75]. Przypuszcza sig, ze nieprawi-
dlowe formy chimerycznych acetylotransferaz wywoluja
zaburzong acetylacje histonéw skutkujacg niepozadang
aktywacjg ekspresji genéw [76].

Deacetylazy histonéw odgrywajg role w patogenezie nie-
ktérych biataczek. Typowym przykiladem jest biataczka typu
APL, podtyp AML, gdzie biatko receptora kwasu retinowego
(RAR) w wyniku rearanzacji chromosomowych czesto ulega
fuzji z biatkiem PML [77]. Bialka chimeryczne PML-RAR
indukujg leukemogeneze, zaburzajgc prawidtowa regulacje
genéw, w tym powigzanych z metabolizmem kwasu retino-
wego (RA), co zachodzi miedzy innymi na drodze rekrutacji
metylotransferaz i HDAC. Stwierdzono takze, ze chime-
ryczne biatko PML-RAR oddzialuje z innymi enzymami
aktywnymi w regulacji epigenetycznej, w tym JMJD3 (deme-
tylaza H3K27me3), SETDB1, JMJD1A (demetylaza H3KO9),
HDAC-4 i -9, oraz DNMT3A [77]. Sugeruje to, ze PML-RAR
pelni role w szerszym spektrum modyfikacji epigenetycz-
nych, nie tylko w acetylacji histonéw. Fragment PML indu-
kuje oligomeryzacje RAR, co umozliwia oddzialywanie
z kompleksem korepresorowym NCoR/SMRT, skutkujgce
wzmozong rekrutacja HDAC i permanentng represjg genéw
metabolizmu kwasu retinowego (RA) [78, 79]. Blokuje to
prawidlowe réznicowanie sie komérek hematopoetycznych
i nowotworzenie. W konsekwencji u wielu pacjentéw z APL
mozna doprowadzi¢ do remisji choroby, wykorzystujac RA
i odblokowujgc prawidlowe szlaki réznicowania [80].

Podobne zjawiska obserwuje sie w innych typach biata-
czek. Przyktadowo biatko chimeryczne AML1-ETO, charakte-
rystyczne dla biataczek typu AML, wspéldziata z podobnym
mechanizmem rekrutacji HDAC blokujacym prawidlowe r6z-
nicowanie komoérek hematopoetycznych [79]. Co wiecej,
aktywno$¢ tego genu jest z kolei zalezna od acetylacji
specyficznych reszt lizynowych przeprowadzanej przez
biatko p300. Przypuszcza sie, ze p300 nie tylko acetyluje
AML1-ETO, ale takze jest przez nie rekrutowane do chroma-
tyny i funkcjonuje jako typowa HAT [81]. W AML stwier-
dzono za$ zaburzenia dystrybucji HDAC1l. Wséréd 10 000
przebadanych promotoréw w blastach AML obserwuje sie,
w poréwnaniu z prawidlowymi komoérkami progenitoro-
wymi, silniejsze wigzanie HDAC1 w 130 promotorach, za$
ostabione w 66 [82].

Oprécz bialek chimerycznych zawierajgcych fragmenty
o aktywnosci HDAC w réznych biataczkach stwierdzono
takze zaburzenia ekspresji prawidlowych form deacetylaz.
W prébkach pobranych od pacjentéw cierpigcych na ALL
wykryto nadekspresje HDAC6 i SIRT1 przy jednoczesnym
hamowaniu ekspresji HDACS5, a takze selektywne zmiany
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aktywnosci tych enzyméw pod wplywem inhibitoréw [83].
W prébkach pochodzgcych od dzieciecych pacjentéw z ALL
wykryto z kolei nadekspresje HDAC-2, -3, -6, -7 i -8
w poréwnaniu z probkami szpiku od zdrowych oséb. Nad-
aktywno$¢ HDAC7 i -9 stanowi wyznacznik zlej prognozy
w rozwoju ALL u dzieci [84].

Rola ncRNA w bialaczkach

Zaburzona ekspresja miRNA moze prowadzi¢ do nowotwo-
rzenia, co wskazuje, ze geny niektérych miRNA funkcjonujg
jako supresory lub onkogeny [85]. Jednym z pierwszych
zidentyfikowanych przykladéw miRNA pelnigcych funkcje
supresordw w rozwoju biataczek byly miR-15a i miR-16-1,
ktére wyciszajg ekspresje genu Bcl-2, ulegaly one sltabszej
ekspresji u ponad polowy pacjentéw cierpigcych na CLL,
ponadto poziom ich ekspresji korelowal z przewidywanymi
efektami terapii. Zmniejszona aktywnos$¢ tych miRNA skut-
kuje nadekspresja antyapoptotycznego biatka Bcl-2 [86, 94].
Spadek aktywnos$ci miR-15a i miR-16-1 jest wynikiem delecji
del13(q14) obejmujacej obszar, na ktérym leza geny tych
miRNA [87]. Korelacja miedzy delecjami i zmianami profili
aktywnosci miRNA jest typowg cechg patogenezy CLL (prze-
glad u Zhao i wsp. [88]). Zmienione profile miRNA w wielu
przypadkach mogg byé¢ skutecznie uzyte w prognozowaniu
rozwoju choroby [89]. Zmiany profilébw aktywno$ci miRNA
korelujg tez z podatnoscig na rézne formy terapii. Powigza-
nia takie odkryte zostaly na przykltad w kontekScie wrazli-
wos$¢ pacjentéw CLL na terapie opartg na analogu nukleozy-
déw purynowych - flaudarabine. Stwierdzono, ze u pa-
cjentéw opornych na dziatanie tego leku czesto dochodzi do
delecji genu p53 [90]. P6zniej zidentyfikowano takze specy-
ficzne profile aktywno$ci miRNA zwigzane z opornoscig na
ten lek, w ktérych obserwuje sie zwiekszong aktywnosé
miR-181a i miR-221 oraz zmniejszong aktywno$¢ miR-29a
[91]. Aktywno$¢ tych miRNA powigzano z szlakiem przeka-
zywania sygnaléw zwigzanym z p53. Wynika z tego, ze
zmieniona aktywno$¢ miRNA moze by¢ jedng z przyczyn
zaburzonej regulacji bialka odpowiedzialnego za podatnosé
na terapie flaudabiryna. Wyniki te, wraz z innymi, pozwolity
opracowac testy wykorzystujgce profile aktywnosci miRNA
w prognozowaniu przebiegu réznych podtypéw CLL [92, 93].

Znacznie mniej znana jest rola miRNA w patogenezie
CML. Wykazano na przyktad, Ze grupa genéw miR-17-92,
ktérych ekspresja regulowana jest przez biatka MYC i BCR-
ABL, ulega wzmozonej aktywacji u pacjentéw w fazie prze-
wlektej, ale nie w fazie kryzy blastycznej. Ponadto uzyskane
za pomocy transformacji lentiwirusem zwiekszenie poziomu
ekspresji policistronowego miRNA obejmujgcego wymie-
nione geny prowadzi do zwiekszenia wrazliwosci na IM [94].
Ponadto CML powigzana jest z wyciszeniem miR-203.
Dochodzi do niego w wyniku hipermatylacji tego genu
w komérkach nowotworowych. Wyciszenie miR-203 skut-
kuje zwiekszeniem aktywnos$ci ABL1, ktére jest jednym ze
sktadnikéw chimerycznej kinazy tyrozynowej BCR-ABL [95,
102]. Badanie profildéw miRNA chorych na CML pozwolilo
takze wykry¢é zmiany wywolane terapig. Podanie IM skut-
kuje u pacjentéw chorych na CML wzrostem ekspresji miR-
-150 i miR-146a, ktdére potgczone jest ze spadkiem ekspresji

miR-142, -199b i -145 [96]. Podobnie jak w przypadku CLL,
specyficzne profile miRNA moga stuzyé w przebiegu CML
jako prognostyki efektéw terapii. Badania pacjentéw otrzy-
mujacych IM pozwolily zidentyfikowaé 19 miRNA o innym
poziomie ekspresji u pacjentéw wrazliwych i opornych na
dziatanie IM. Ekspresja osiemnastu z nich byta hamowana,
ekspresja jednego, hsa-miR-191, wzrastala u pacjentéw
opornych na IM [97].

Jesli chodzi o biataczki ostre, wiekszo$é badan nad rolg
miRNA dotyczyla AML. W przypadku ALL stwierdzono
zamiany aktywnosci tylko kilku miRNA (przeglad przedsta-
wiajg Florean i wsp. [98]). Zidentyfikowano miedzy innymi
specyficzne profile aktywnosci miRNA  skorelowane
z réznymi formami rearanzacji chromosomowych wystepujg-
cych w AML, wykazano takze, ze deregulacja aktywnosci
miRNA jest czynnikiem wplywajacym na przebieg choroby
[99]. Takze w przypadku tych form biataczek zmiany
w ekspresji miRNA mogg stuzy¢ w prognozowaniu rozwoju
choroby lub powodzeniu terapii. Przyktadem takich zastoso-
wan jest miR-181, ktérego ekspresja byla odwrotnie skorelo-
wana z ekspresjg bialek zwigzanych z mechanizmami odpor-
nosci wrodzonej i wskazywata na wysokie ryzyko negatyw-
nych wynikéw postepowania klinicznego [100]. Nie zawsze
oporno$¢ na dany chemoterapeutyk znajduje odbicie
w odrebnej sygnaturze miRNA. Mimo ze w trakcie terapii
winkrystyng i daunarubicyng w ALL dzieci stwierdzono
odmienne profile miRNA miedzy pacjentami wrazliwymi
i opornymi na terapie, nie stwierdzono takowych przy terapii
prednizolonem [101]. Z kolei leczenie kwasami transretino-
wymi wywoluje u pacjentdéw majacych chimeryczne biatko
PML-RAR modyfikacje ekspresji szeregu miRNA wchodzgcych
w sklad systeméw regulujgcych szlaki przekazywania sygna-
16w powigzane z czynnikiem NF-«B, co sugeruje, ze miRNA
mogg takze wchodzi¢ w sktad Sciezek odpowiedzialnych za
prawidiowe funkcjonowanie terapeutykéw [102].

Regulacja epigenetyczna jako cel terapii bialaczek

Odkrycie, ze wiele kluczowych aspektéw nowotworzenia
zalezy od proceséw podlegajgcych regulacji epigenetycznej,
pozwolilo przyja¢ nowg strategie w opracowywaniu terapii
antynowotworowych obejmujgcych modyfikacje aktywnosci
enzymoéw biorgcych udzial w utrzymaniu i zmianie wzoréw
metylacji DNA oraz metylacji i acetylacji histonéw, jak
réwniez bezposrednig modyfikacje stanu metylacji DNA
(przeglad przedstawiajg Florean i wsp. [98]). Badano mozli-
wos$¢ zastosowania czynnikéw demetylujacych jako terapeu-
tykéw. Przyktadowo DAC indukuje apoptoze w komérkach
CML. Towarzyszy temu indukcja aktywnosci kalpainy, biatka
o aktywnos$ci proteazy zaangazowanej w procesy, takie jak
cykl komérkowy czy ruchliwosé komérek, przy jednoczes-
nym oslabieniu dzialania biatek antyapoptotycznych.
Ponadto, synergistyczne zastosowanie DAC wraz z trady-
cyjnymi chemoterapeutykami lub inhibitorami HDAC pro-
wadzi do silnego synergistycznego uwrazliwienia komodrek
na sygnaly apoptotyczne [60].

W przypadku modyfikacji histonéw jednym z obiecujgcych
kierunkéw jest zastosowanie inhibitoréw aktywnosci HDAC.
Do uzytku w terapii antynowotworowej dopuszczono juz
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Varinostat. Jest to zwigzek wigzacy sie z miejscem aktywnym
HDAC, co skutkuje akumulacjg acetylowanych bialek, w tym
histonéw, oraz odblokowaniem ekspresji wielu genéw, w tym
odpowiedzialnych za prawidlowe réznicowanie sie komorek
[103]. Z kolei fenylomaslan sodu wykazuje toksycznos¢ wobec
komorek biataczkowych przy ogdélnej niskiej toksycznosci
nawet po dlugotrwalym stosowaniu, przejawia takze zdolnosé
wspomagania indukcji réznicowania sie komérek, co czyni go
obiecujacym kandydatem na lek wspomagajacy w terapiach
CML [104]. Synergistyczne wspdldzialanie terapeutykéw
wydaje sie byé istotnym elementem w planowaniu terapii
wykorzystujacych regulacje epigenetyczng. Jednoczesne za-
stosowanie panobinostatu, inhibitora HDAC, z DZNep, inhibi-
torem HMT chronigcym przed metylacja H3K27 pozwolilo
uzyskaé selektywng apoptoze komoérek AML, pozostawiajgc
komorki progenitorowe CD34+, za$ efekty opisanej wczesniej
terapii APL z uzyciem RA mogg by¢ znaczgco wzmocnione
dzieki synergistycznemu zastosowaniu tranylcyprominy, inhi-
bitora demetylaz histonéw LSD1 i LSD2 [105, 106].

Kolejnym obiecujgcym kierunkiem jest uzycie zwigzkéow
wplywajacych na odczyt kodu histonowego, takich jak inhibi-
tory bromodomen. Niedawno otrzymane wyniki sugerujg, ze
niektére z tych inhibitoréw mogg by¢ skuteczne w leczeniu
r6znych nowotwordw, w tym AML (przeglad u Cowaya [107]).

Podsumowanie

Tradycyjne wyjadnienia genezy bialaczek skupialy sie na
przyczynach natury genetycznej obejmujacych takie zjawi-
ska, jak mutacje punktowe, delecje i rearanzacje chromoso-
mowe, prowadzace do indukcji patologicznych, proliferacyj-
nych szlakéw sygnatowych lub blokady prawidiowych proce-
séw réznicowania si¢ komérek hematopoetycznych.
W ostatnich latach zwrécono jednak uwage, ze wiele zjawisk
zwigzanych z etiologia biataczek jest powigzanych
z procesami regulacji epigenetycznej. Przebieg choroby, jak
i przewidywany efekt terapii moze zaleze¢ od takich zjawisk
jak zaburzona metylacja DNA, nieprawidlowa aktywnos¢
enzyméw modyfikujgcych histony czy zmienione profile
aktywnos$ci miRNA. Wiekszo$¢ mechanizmoéw, dzieki ktéorym
rézne aspekty nowotworzenia znajduja sie pod kontrolg
epigenetyczng, jest wcigz nieznana i wymaga dalszych wyjas-
nien. Jednak juz teraz badania tych proceséw pozwolily na
lepsze zrozumienie wielu aspektéw rozwoju choroby, a takze
mechanizméw dzialania terapii jak i nabywania lekoopor-
nosci. Rola mechanizméw epigenetycznych pozwala takze
zywi¢ nadzieje na opracowanie nowych, efektywnych form
terapii wplywajacych na procesy, takie jak metylacja DNA czy
modyfikacje histonéw i remodelowanie chromatyny.
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