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STRESZCZENIE

Epigenetyka zajmuje sie opisywaniem statych, ale odwracalnych zmian, ktére skutkujg zmianami
ekspresji genow i ich funkcji bez odpowiadajgcych im zmian w sekwencji DNA. W nowotworach
paradoksalnie dochodzi do hipometylacji genomowego DNA, skutkujgcego aktywacjg genow zwig-
zanych na przyktad z proliferacjg oraz hipermetylacji, ktéra dotyczy przede wszystkim wysp CpG
rejonéw promotorowych gendw supresorowych lub miRNA kontrolujgcych geny odpowiedzialne za
nowotworzenie. Scisly zwigzek regulacji epigenetycznej z nowotworzeniem oraz potencjalna odwra-
calno$c¢ tych zmian spowodowaly wielkie zainteresowanie regulacjg epigenetyczng oraz leczeniem
epigentycznym w hematoonkologii. Najlepiej opisanymi zmianami epigentycznymi sg hipermetylacja
DNA oraz deacetylacja histonow, stad tez pierwsze leki epigenetyczne mozna zaliczy¢ do preparatow
hipometylujgcych lub hamujacych deacetylacje histondw. Obecnie trzy leki epigenetyczne zostaty
zaakceptowane przez Agencije ds. Zywnosci i Lekow (FDA), sa to: azacytydyna, decytabina i worino-
stat. Worinostat zarejestrowano do leczenia skérnych chtoniakéw T-komorkowych, jednak najwieksze
nadzieje wigze sie z wprowadzeniem nowych opcji terapeutycznych dla chorych z najczesciej wyste-
pujacymi rozrostowymi chorobami hematologicznymi. W niniejszej publikacji oméwiono w szczegdtach
regulacje epigenetyczng i pierwsze wyniki badan klinicznych w ostrej biataczce szpikowej, zespotach
mielodysplastycznych i przewlektej biataczce limfocytowe;.

Stowa kluczowe: epigenetyka, hematoonkologia

ABSTRACT

Epigenetical changes are reversible modifications of genomic DNA that result in changes in gene
expression profile. In tumorigenesis common DNA hypomethylation leads to activation of genes con-
nected with proliferation, that escape from the control of suppressor genes which are silenced due
to CpG islands hypermethylation. The crucial role of epigenetic deregulation in tumor progression
and reversible character of these modifications leads to the great interest of epigenetic therapies
in hematooncology. The best characterized epigenetic changes are DNA hypermethylation and
histone deacetylation, therefore first epigenetic drugs are hypomethylating agents and histone
deacetylase inhibitors. Three epigenetic drugs are nowadays registered by FDA and EMEA for the
therapy: azacitidine, decitabine and vorinostat. Vorinostat is effective in cutaneous T-cell ymphomas
therapy while the greatest expectations are linked to drugs that might be effective in treatment of
the most common hematological malignancies. In current review epigenetical regulation as well as
results of the first clinical trials in acute myeloid leukemia, myelodysplastic syndrome and chronic
lymphocytic leukemia were described.
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Wstep

Epigenetyka zajmuje si¢ opisywaniem stalych, ale
odwracalnych zmian, ktére skutkuja zmianami ekspre-
sji gendw i ich funkcji bez odpowiadajacych im zmian
w sekwencji DNA.

Niezwykle interesujace jest pochodzenie wigkszosci
lekéw stosowanych w tak zwanej terapii epigenetycznej,
wywodzace si¢ z lekéw indukujacych réznicowanie.
Naleza do nich antagonisci kwasu foliowego, antracy-
kliny, kamptotecyna, retinoidy, estry forbolu, witaminy
D3 i B12 oraz rézne cytokiny. W latach 70. ubieglego
wieku Constantinides i wsp. [1] zwrdcili uwage na wplyw
dodawania azacytydyny do hodowli mysich komoérek
embrionalnych na réznicowanie w kierunku chondro-
blastow, komoérek thuszczowych oraz mig$niowych.
Na poczatku lat 80. przypisano ten efekt zmianom
w metylacji DNA [2]. Hipometylacja DNA skutkowata
aktywacja genow indukujacych réznicowanie. W tym
czasie zwrdcono rowniez uwage na maslan sodu, ktéry
powodowal hiperacetylacje¢ histonéw [3], indukowat oraz
powodowat réznicowanie komoérek linii komoérkowej
K562 [4]. Te obserwacje stanowily przestanke do klinicz-
nego zastosowania lekow indukujacych réznicowanie
w chorobach hematologicznych. Pierwsze doniesienia
dotyczace klinicznego stosowania azacytydyny i maslanu
sodu jako lekéw indukujacych réznicowanie ukazaly si¢
w latach 1982-1983, czyli okoto 10 lat po pierwszych
prébach klinicznego stosowania azacytydyny w leczeniu
ostrych biataczek [5]. Co ciekawe, chociaz ma$lan sodu
nigdy nie zostal zarejestrowany do terapii przeciwnowo-
tworowej, badania nad nim doprowadzity do odkrycia
kolejnych pochodnych kwasu mastowego migdzy innymi
worinostatu (obecnie zarejestrowanego do leczenia
skornych chtoniakéw T-komorkowych), panobinostatu
oraz belinostatu.

W nowotworzeniu dochodzi do zaburzen metylacji.
Niektorzy badacze uznaja ten proces za kluczowy w on-
kogenezie. Zaburzenia te charakteryzuja si¢ stopniowa
utrata metylacji DNA zaréwno w miejscach niekoduja-
cych DNA, jak i kodujacych, oraz hipermetylacja miejsc
promotorowych bogatych w cytozyne¢ i guaning tak
zwanych wysp CpG [6]. Metylacja dotyczy promotordw
genéw supresorowych, takich jak retinoblastoma (Rb),
p21 oraz inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin, takich
jakpl5,p16,p18ipl9. Mimo znacznego postepu w me-
todyce okreS§lania metylacji z uzyciem platform chipéw
analizujacych kilkadziesiat tysiecy wysp CpG nie udato
si¢ wyjasni¢ mechanizmu regulacji tylko okre§lonych
gen6éw w nowotworzeniu oraz okresli¢ zdarzen indu-
kujacych te zmiany. Jednak wiedza dotyczaca klinicz-
nego stosowania istotnie si¢ pogtebita. W badaniach
przedklinicznych zaréwno 5-azacytydyna, jak réwniez
5-aza-2’deoksycytydyna (decytabina) wykazywaly efekt
hipometylujacy (obecnie gtéwny efekt przypisywany

tym lekom polega na hamowaniu metylotransferazy
DNA — inhibitor DNMT), jednak przydatno$¢ kli-
niczna byla ograniczona zaréwno w monoterapii, jak
i terapii skojarzonej. Pierwszym bledem okazato si¢
stosowanie zbyt wysokich dawek lekéw, ktore hamujac
synteze¢ DNA, pozbawialy efektu zahamowania metylo-
transferazy DNA, dla ktérego dziatania synteza DNA
jest niezbedna. Pierwsze badania nad lekami powodu-
jacymi acetylacje histondw przypisywaly gtéwny efekt
przeciwnowotworowy acetylacji reszt lizynowych bu-
dujacych czes¢ zrebu oktamerdw histonéw w chroma-
tynie. Obecnie leki tej grupy zalicza si¢ do inhibitoréow
deacetylazy histonowej (inhibitory HDAC — histone
deacethylase; HDI — histone deacethylase inhibitors),
a ich mechanizm dziatania okazat si¢ wielokierunkowy
(tab. 1). Najlepiej opisanymi zmianami epigentycznymi
skutkujacymi wyciszeniem funkcji genéw sa hiperme-
tylacja DNA i histonéw oraz deacetylacja histonéw.
Na rycinie 1 przedstawiono mechanizm powstawania
nieaktywnej transkrypcyjnie struktury DNA, tak zwa-
nej ,,zamknigtej struktury” — heterochromatyny oraz
enzymy zaangazowane w jej powstawanie.

W nowotworach paradoksalnie dochodzi do hipo-
metylacji genomowego DNA, skutkujacego aktywacja
genéw zwiazanych na przyklad z proliferacja oraz
hipermetylacji, ktére dotycza przede wszystkim wysp
CpG rejondéw promotorowych genéw supresorowych
lub miRNA kontrolujacych geny odpowiedzialne za
nowotworzenie. Niezwykle interesujace jest rowniez
wspoldzialanie zmian genetycznych i epigentycznych
w patogenezie chordb rozrostowych. Bueno i wsp. [7]
dokonali szczeg6lowej analizy miRNA regulujacych
onkogeny w BCR-ABL dodatnich mieloproliferacjach.
Okreslili oni miRNA, ktérych funkcja jest tracona
wraz z utratg heterozygotycznosci (LOH, loss of
heterozygosity) w jednym allelu chromosomu 12. oraz
metylacja CpG w drugim allelu. Jednym z miRNA
regulowanych w ten sposéb byt miRNA-203, ktory
reguluje ekspresje onkogenu ABLI. Terapia epige-
netyczna przy uzyciu azacytydyny doprowadzata do
re-ekspresji miRNA-203 oraz zmniejszenia traskryptu
BCR-ABLI.

Obecnie Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA,
Food and Drug Administration) zaakceptowata do
terapii trzy leki epigenetyczne. Sa to: azacytydyna
(Vidaza, Celgene), decytabina (Dacogen, SuperGe-
ne) i worinostat (Zolinza, Merck). Kolejne leki sa
w roznych fazach zaawansowania badan klinicznych
i przedklinicznych. Worinostat zarejestrowano do
leczenia skérnych chioniakéw T-komoérkowych [8],
jednak najwicksze nadzieje wiaze si¢ z wprowadzeniem
nowych opcji terapeutycznych dla chorych z najczesciej
wystepujacymi rozrostowymi chorobami hematologicz-
nymi. W niniejszej publikacji szczegdtowo omowiono
regulacje epigenetyczna w ostrej biataczce szpikowej,
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Tabela 1. Mechanizmy dziatania inhibitoréw dacetylazy histonowej. Na podstawie Schrump i wsp. [45]

Table 1. Histone deacetylase inhibitors — mechanism of action. Based on Schrump et al. [45]

Mechanizm dziatania

Efekt komérkowy

Pismiennictwo

Acetylacja histonow

Zmiany w ekspresji genéw, aktywacja genéw
zwigzanych z réznicowaniem,
np. p21, p27 zahamowanie genéw

zwigzanych z proliferacja, np. cyklina D

Richon i wsp. [46],
Sandor i wsp. [47]

Acetylacja biatek niezwigzanych

z histonami

Zahamowanie funkcji p53, HIF-1c, pRb,
STAT-3, RelA/p65

Zhao i wsp. [48],
Dai i wsp. [49]

Acetylacja Hsp90

Ubikwitynizacja biatek ABL, EGFR, c-kit, FLT3

i degradacja w proteasomie

Wang i wsp. [50],
Nishioka i wsp. [51]

Zmniejszenie przedmitotycznej

fosforylacji histonu H3

Zahamowanie cyklu komoérkowego

Robbins i wsp. [52]

Zmniejszenie stabilnosci HIF-1a

Zahamowanie angiogenezy

Kim i wsp. [53]

Zahamowanie inhibitoréw
apoptozy, m.in.: Bcl-2, aktywacja
biatek proapoptotycznych, takich
jak BAX i BAK

Aktywacja apoptozy

Suzuki i wsp. [54]

Zwigkszenie produkcji ROS

Indukcja apoptozy

Rosato i wsp. [55]

Acetylacja tubulin

Zaburzenie formowania agresomu,

nieprawidtowa degradacja biatek

Catley i wsp. [56]

Aktywacja TRAIL, zwigkszenie

ekspresji genow nowotworowych

Pobudzenie przeciwnowotworowej

odpowiedzi immunologicznej

Inoue i wsp. [57],

Weiser i wsp. [58, 59]

Acetylacja Ku70, Ku86, BRCA1
i RAD1

Zahamowanie mechanizmoéw

naprawy DNA

Munshi i wsp. [60]

zespotach mielodysplastycznych i przewlektej biataczce
limfocytowe;.

Zespoly mielodysplastyczne

Zespoty mielodysplastyczne (MDS, myelodysplastic
syndrome) obejmuja wiele schorzen charakteryzujacych
si¢ nieprawidtowa hematopoeza skutkujaca zwickszona
czestoScig wystepowania infekcji, krwawieniami, osta-
bieniem oraz progresja do ostrej biataczki szpikowej
(AML, acute myelogenous leukemia) [9]. Wraz z lep-
szym zrozumieniem mechanizméw odpowiedzialnych
za patogenezg i progresj¢ tej choroby zwrdcono uwage
na liczne zaburzenia w regulacji epigenetycznej, ktora
wielu badaczy uwaza za najwazniejszg zmian¢ odpowie-
dzialng za patogenezg¢ tej choroby. Zwrdcono uwage
na metylacje promotoréw gendw pl5, FHIT (fragile
histidine triad gene), genu kalcytoniny (calcitonine)
oraz DAPK [10]. Quesnel i wsp. [11] opisywali hyper-
metylacje pI5 u 38% chorych na MDS (20 sposrod

53 badanych). Inaktywacja pI15 byta czestsza u cho-
rych, u ktérych odsetek blastow wynosit > 10% oraz
u tych, u ktérych nastepowata transformacja do AML.
Ostatnio Kim i wsp. [12], wyliczajac poziom metylacji,
wykazali nie tylko korelacje¢ stopnia metylacji z liczba
blastéow, ale rowniez z nasileniem matoplytkowosci
i rokowaniem. Kolejnym genem regulowanym epigene-
tycznie jest DAPK. Hypometylacja tego genu majacego
funkcj¢ supresorowa wystepuje u okoto 50% chorych
na MDS [13]. Badacze zwrdcili uwage na czestsza
inaktywacje DAPK we wtérnej postaci AML i MDS
niz w pierwotnej AML, co moze wskazywac na istotny
udzial DAPK juz na wczesnym etapie progresji do
AML. Unieczynnienie FHIT, ktérego funkcja supreso-
rowa wiaze si¢ z biatkiem szoku cieplnego 60 (Hsp60,
heat shock protein 60), produkcja reaktywnych form
tlenu (ROS, reactive oxygen species) i skutkuje indukcja
apoptozy, jest réwniez czgste w MDS (55%) [14].
Klinicznie wyniki leczenia chorych na MDS sa nie-
zadowalajace, co zmusza naukowcéw do poszukiwania
nowych form terapeutycznych i biorac pod uwage udziat
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Rycina 1. Enzymy zaangazowane w regulacje epigenetyczng. Metylacja i acetylacja histonéw i DNA odpowiada
za regulacje epigenetyczng. Gérna czes¢ ryciny przedstawia ,,otwartg” strukture DNA — euchromatyne, ktéra
jest aktywna transkrypcyjnie. Enzymy HDM, HMT, HDAC i DNMT zaangazowane w regulacje epigenetyczng
moga doprowadzac¢ do powstania tzw. ,,zamknietej” struktury DNA — heterochromatyny, ktéra jest nieaktywna
transkrypcyjnie. Ten efekt jest jednak odwracalny przez dziatanie enzyméw HDM, HMT i HAT. Poza regulacja
w postaci acetylacji i metylacji istotne znaczenie ma miejsce tych modyfikacji zaréwno w DNA, jak i histonach.
HDM — demetylaza histonéw; HMT — metylotransferaza histonéw; HDAC — deacetylaza histonéw; DNMT — de-
metylotransferaza DNA; HAT — acetylotransferaza histonéw

Figure 1. Enzymes involved in epigenetic regulation. Methylation as well as acetylation of histones and DNA regulate
gene expression reversibly. The upper part of the figure displays open DNA structure which is transcriptionally active,
while the lower part displays closed DNA structure which is transcriptionally inactive. HDM, HMT, HDAC and DNMT
enzymes are involved in epigenetic regulation, that leads to closed DNA structure. These changes might be reversed
as a result of action of HDM, HMT and HAT enzymes

regulacji epigenetycznej w MDS, zrozumiate wydaje sie,
ze w ostatnich latach najwigkszym zainteresowaniem
cieszy si¢ leczenie epigenetyczne MDS.

W badaniach fazy II przeprowadzonych przez Cancer
and Leukemia Group B (CALGB) wykazano skuteczno$¢
kliniczng azacytydyny poczatkowo w postaci dozylnej
[15], a nastepnie w formie podskdrnej [16]. W badaniu
111 fazy chorych na MDS losowo przydzielano do grupy
leczonej azacytydna podawana podskdrnie przez 7 dni
28-dniowych cykli lub do grupy, w ktérej stosowano
najlepsze leczenie wspomagajace (best supportive care).

Odpowiedz na leczenie uzyskano u 60% chorych otrzy-
mujacych azacytydne [odpowiedz catkowita (CR, com-
plete response) odnotowano u 7% badanych, czgsciowa
(PR, partial response) u 16%, poprawe hematologiczna
(HI, hematologic improvement) — u 37% chorych],
natomiast u chorych leczonych wspomagajaco popra-
we¢ hematologiczna obserwowano u 5% chorych [17].
Leczenie azacytydyng spowalniato rowniez progresje
do AML (21 vs. 12 miesigcy, odpowiednio w grupach).

W 2006 roku Silverman i wsp. [18] przeanalizowali
przypadki kolejnych chorych leczonych w ramach
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CALGB przy uzyciu doprecyzowanych kryteriéw dia-
gnozy MDS wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, World Health Organization) [19] i odpowiedzi
na leczenie wedtug International Working Group (IWG)
[20]. W wyniku analizy u 103 chorych zdiagnozowa-
no AML i wylaczono ich z dalszej analizy. Odsetki
CR wynosily 10-17%, PR stwierdzano rzadko, a HI
obserwowano u 23-36% chorych na MDS leczonych
azacytydyna. Kolejnym badaniem III fazy, w ktérym
poréwnywano skuteczno$§¢ azacytydyny z trzema
innymi schematami leczenia, czyli najlepszym lecze-
niem wspomagajacym, cytarabing w niskich dawkach
oraz chemioterapia, bylo badanie Fenaux i wsp. [21]
obejmujace 358 chorych na MDS z grupy wysokiego
ryzyka. Odsetek CR wynosit 17%, PR — 12%, a HI
obserwowano u 42-49% wsrdéd 179 chorych na MDS
leczonych azacytydyna. Korzy$¢ wyrazona jako wydtu-
zenie przezycia catkowitego i czasu do progresji do
AML u chorych leczonych azacytydyna byta widoczna
w poréwnaniu z kazdym rodzajem terapii. Leczenie
azacytydyna spowalniato réwniez progresje do AML
(24,5 vs. 15 miesiecy, odpowiednio w grupach). W me-
taanalizie opublikowanej przez Gurion i wsp. [22]
zestawiono wyniki 4 badan III fazy dotyczace leczenia
lekami hipometylujacymi chorych na MDS. Wykaza-
no, ze leczenie zaréwno azacytydyna, jak i decytabing
zwigksza odsetek CR i PR oraz HI u chorych leczo-
nych lekami hipometylujacymi. W wielu przypadkach
leczenie wigzato si¢ jednak z wysoka toksycznoscia.
Badajac prawie 1000 chorych leczonych lekami epige-
netycznymi, wykazano istotne rdznice w skutecznosci
obu lekéw. Chociaz decytabina jako deoksy-pochodna
azacytydyny ma ponad 10-krotnie silniejsze dziatanie
hipometylujace, w ocenie klinicznej zastosowanie de-
cytabiny wigzalo si¢ z gorszymi wynikami. Przyczyna
mogl by¢ czas trwania leczenia decytabina, ktory byt
istotnie krétszy niz w przypadku azacytydyny (mediana
3—4 cykle vs. 9 cykli dla azacytydyny). Stosowanie obu
lekéw wydluzato przezycie w tacznej analizie, jednak
analizujac leki pojedynczo, tylko leczenie azacytydy-
na bylo korzystne (HR: 0,59; n = 549 vs. HR: 0,88;
n = 233) [22].

We wczesniejszych badaniach Wijermans i wsp.
[23] wykazali istotng skuteczno$¢ decytabiny w anali-
zie 3 europejskich badan II fazy w grupie 177 chorych
z MDS, uzyskujac odpowiedzZ u prawie potowy leczo-
nych. Kantarjian i wsp. [24] w badaniu III fazy losowo
przydzielali chorych na MDS do grupy otrzymujacej
decytabine (15 mg/m? i.v. przez 3 godziny co 8 godzin
przez 3 dni) lub do grupy otrzymujacej najlepsze lecze-
nie podtrzymujace. Odpowiedz na leczenie decytabing
odnotowano u 17% chorych, w tym u 9% wykazano
odpowiedz catkowita. Odnotowano jedynie trend do
dluzszego przezycia w czasie do progresji do AML i pod
wzgledem przezycia calkowitego u chorych leczonych

decytabing. W kolejnym badaniu poréwnano rézne
sposoby podawania decytabiny: 2 schematy dozylne
(5- 1 10-dniowy) i jeden podskoérny, wykazujac naj-
wieksza skutecznos$é 5-dniowej iniekcji dozylnej (CR
wynosily odpowiednio 39%, 21% i24%) [25]. Wszystkie
3 schematy skutecznie zmniejszaly metylacj¢ mierzona
jako globalng metylacj¢ przy uzyciu testu LINE, jed-
nak tylko u chorych, u ktérych uzyskano odpowiedz
na leczenie, obserwowano zwigkszenie ekspresji re-
gulowanego epigenetycznie genu pl5. Badacze z MD
Anderson Cancer Center dokonali réwniez oceny dzia-
fania decytabiny w odniesieniu do historycznych grup
leczonych chemioterapia [26]. Odsetek CR ocenianych
przy uzyciu kryteriéw odpowiedzi na leczenie dla AML
wynosit 43% u chorych leczonych decytabina vs. 46%
u chorych otrzymujacych chemioterapie, jednak tylko
7% pacjentéw leczonych decytabing zmarto w trakcie
pierwszych 3 miesigcy leczenia w poréwnaniu z 23%
chorych w przypadku leczenia chemioterapia. W ana-
lizie wieloparametrycznej leczenie decytabing byto
niezaleznym, korzystnym czynnikiem prognostycznym
(HR: 0,74).

By¢ moze na skuteczno$¢ leczenia decytabing ma
wplyw sposob dawkowania. Dawkowanie rejestracyjne,
czyli przez 3 dni wlewy 3-godzinne w odst¢pach 8-go-
dzinnych, wiazato si¢ z obowiazkowa hospitalizacja
chorego oraz istotna toksycznoS$cia. Steensma i wsp.
[27] w niedawno opublikowanym doniesieniu podawali
decytabing przez 5 dni w dawce 20 mg/m? co 4 tygodnie.
Przy tolerowanej toksycznosci leczenia u 32% sposrod
99 chorych leczonych ambulatoryjnie uzyskano CR, a HI
obserwowano u kolejnych 18% badanych, niezaleznie od
typu wedlug klasyfikacji francusko-amerykansko-bry-
tyjskiej (FAB) i wyniku migdzynarodowego wskaznika
prognostycznego (IPSS, International Prognostic Scoring
System). Publikacja tych zachecajacych wynikow spowo-
dowata dopuszczenie przez FDA schematu 5-dniowego
stosowania decytabiny u chorych na MDS.

Ostra biataczka szpikowa

U chorych na ostra biataczke szpikowa (AML) obser-
wowano liczne zmiany w metylacji rejonéw promotoréw
r6znych genéw. Galm i wsp. [28] odnotowali metylacje co
najmniej jednego z 11 genéw zwigzanych z nowotworze-
niem u ponad 70% chorych na AML. Najczestsze zmiany
dotyczace metylacji dotyczyly genu SOCS (suppressor
of cytokine signaling), obserwowano je u 45% chorych.
Kolejno, czgsto wystepowaly inaktywacje p15 u 20%,
RARB?2 (retinoic acid receptor beta2) u 31,7% oraz p73
i genu E-kadheryny (E-cadherin) u 13,3%. Autorzy
zwrocili uwage na trend do czestszego wystgpowania
metylacji u chorych z niekorzystnymi cytogenetycznymi
czynnikami prognostycznymi [8].
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Ostatnio Figueroa i wsp. [29] okreslili globalng mety-
lacj¢ u 344 chorych na AML. Na podstawie wynik6w ana-
lizy chorych zgrupowano w 16 klastréw. Profile metylacji
oddzielaly chorych z aberracjami CEBPA od pozostalych
grup chorych. Cztery kolejne grupy identyfikowaly cho-
rych z mutacjami NPM1 oraz wystepowaniem aberracji
AMLI-ETO, CBFb-MYH]11 i PML-RARA, wskazujac
na swoistg regulacje epigenetyczng wsrdd chorych na
AML, u ktérych wystepowaly réznice molekularne oraz
pod wzgledem rokowania. Réwniez okreslono panel 15
genéw ulegajacych metylacji, ktorych analiza ma istotne
znaczenie prognostyczne [29].

Inaktywacja genéw hamujacych cyklinozalezne
kinazy (CDK, cyklin dependent kinazes) jest czgstym
zdarzeniem w nowotworzeniu. Réwniez w nowotwo-
rach hematologicznych obserwowano inaktywacje p16
ipl5, przy czym w AML i zespole mielodysplastycz-
nym dotyczyly one gtéwnie p15, powodujac wyciszenie
u 88% chorych na AML [30]. W AML hipermetylacja
supresorowego genu pl5 wigzata si¢ rowniez z gor-
szym rokowaniem [31]. Wplyw na rokowanie miala
réwniez metylacja promotoréw genu receptora es-
trogenowego (ER, estrogen receptor), jednak w tym
przypadku inaktywacja genu wigzata si¢ z lepszym
rokowaniem [32].

Leczenie skojarzone przy uzyciu kwasu walpro-
inowego (VPA, valpronic acid) jako HDAC z kwasem
retinowym (ATRA, all trans retinoic acid) u 26 chorych
na AML z grupy wysokiego ryzyka nie przyniosto
oczekiwanych wynikéw, autorzy obserwowali tylko
przejsciowa stabilizacj¢ choroby u kilku z nich [33].
Roéwniez Kuendgen i wsp. [34] stosowali VPA poczat-
kowo w monoterapii, po czym do schematu terapeu-
tycznego dotaczano ATRA u 75 chorych na AML lub
MDS. Poprawe hematologiczng (HI) obserwowano
u 18 chorych (24%), lecz odpowiedz okreslana zgodnie
z kryteriami IWG wynosila tylko 5%.

W 2006 roku Silverman i wsp. [18] w zawiazku
z doprecyzowaniem kryteriow diagnozy MDS wedlug
WHO [19] wydzielit z analizy grupe 103 chorych le-
czonych azacytydyna jako AML. U 35-48% leczonych

azacytydyna obserwowano poprawe hematologiczna,
a przezycie w grupie 52 chorych na AML wynosito 19,3
vs. 12,9 miesiaca na korzyS¢ azacytydyny [18].

Przewlektia biataczka limfocytowa

Regulacja epigenetyczna odgrywa istotna role
w patogenezie przewleklej biataczki limfocytowej
B-komoérkowej (CLL, chronic lymphocytic leukemia).
We wcze$niejszych pracach autorzy zwracali uwage
na nieprawidlowa metylacj¢ promotorow ZAP70
[35] i TWIST2 [36] oraz czynnika transkrypcyjnego
HOXA4 [37].

Raval i wsp. [38] opisywali zmniejszona ekspresje
DAPKI (death-associated protein kinase 1), genu, kto-
ry w odpowiedzi na rézne bodzce moze indukowaé
apoptoze¢. W rodzinnym przypadku CLL wykazano, ze
zmniejszona ekspresja wiaze si¢ ze zmianami genetycz-
nymiw postaci polimorfizmu czynnika transkrypcyjnego
HOXB7 regulujacego DAPKI oraz z regulacja epigene-
tyczna promotoréw DAPKI. Odnoszac uzyskane wyniki
do sporadycznej postaci CLL, wykazano predyspozycje
epigenetyczne jako gléwna przyczyne zmniejszonej
ekspresji DAPKI1. Niezwykle interesujace jest to, ze
zaréwno predyspozycje genetyczne, jak i regulacja
epigenetyczna skutkuja utrata funkcji przez te same
geny. Ten fenomen nie jest jednak ograniczony tylko
do CLL, Esteller [39] w 2002 roku zwracata uwage, ze
regulacji epigenetycznej podlegaja geny, ktorych utrate
obserwowano w rodzinnym wystegpowaniu nOwotworow
(takie jak MLH, BRCA 1, pl6).

W CLL delecja cz¢dci ramienia dlugiego chro-
mosomu 13. wystepuje u ponad polowy chorych [40].
Inaktywacja niektérych genéw supresorowych w CLL
zwigzanych z ta najczestsza aberracja cytogenetyczng
moze by¢ skutkiem utraty funkcji przez monoalleliczna
delecje (del13q14.3) potaczong z wyciszeniem poprzez
regulacje epigenetyczng genéw drugiego chromosomu.
Jednak Mertens i wsp. [41] wykazali, ze utrata funkcji
gendw supresorowych nie wigze si¢ z metylacja regionéw

Tabela 2. Geny regulowane epigenetycznie w hematoonkologii

Table 2. Epigenetically regulated genes in hematooncology

Choroba

Geny

Ostra biataczka szpikowa

p15, E-cadherin, SOCS-1, p73, DAPK1, HIC1, RARB2, ER

Zespoty mielodysplastyczne

p15, E-cadherin, calcitonin, HICT1, ER

Przewlektfa biataczka limfocytowa

DAPK1, ZAP-70, TWIST2, HOXA4, MLH, BRCA 1, p16

Ostra biataczka limfoblastyczna

E-cadherin, p15, p16, p73, DAPK1, MGMT

Chtoniaki

DAPK1, p16, p73, MGMT, GSTP1, RARB2, CRBP1

Szpiczak mnogi

p15, p16, SOCS-1, E-cadherin, p73, DAPK1, PF4
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Tabela 3. Wyniki wybranych badan klinicznych z zastosowaniem lekéw epigenetycznych w hematoonkologii

Table 3. Clinical trial results of epigenetic drugs in hematooncology

Lek/Leki Choroba Faza badania (n)# Wyniki Pismiennictwo
Worinostat CTCL Ilb (n = 74) CR = 16% Olsen i wsp. [61]
PR = 67%
SD = 16%
Worinostat MM I(n=13) Brak odpowiedzi Richardson i wsp. [62]
Worinostat DLBCL Il(n=18) CR = 5,5% Crump i wsp. [63]
SD =5,5%
Worinostat MDS, AML I (n=41) CR, PR, HI = 17% Garcia-Manero
i wsp. [64]
Worinostat + beksaroten CTCL I(n=19) CR = 5% Dummer i wsp. [65]
PR = 15%
SD = 63%
Worinostat + brotezomib MM I(n=23) ORR = 42% Badros i wsp. [66]
PR = 13%

(u chorych opornych

na bortezomib)

PBA (maslan fenylu) AML, MDS Il (n=10) ORR = 50% Maslak i wsp. [67]
+ azacytydyna

VPA (kwas walproinowy) AML Il (n =58) ORR = 5% Kuendgen i wsp. [68]
+ ATRA (kwas all trans retinowy)

Azacytydyna MDS Il (n = 99) ORR = 60% Silverman i wsp. [17]
CR=7%
PR = 16%
HI = 37%
Azacytydyna MDS I (n = 209) CR =10-17% Silverman i wsp. [18]
HI = 23-36%
Azacytydyna MDS Il (n=179) CR=17% Fenaux i wsp. [21]
PR = 12%
HI = 42-49%
Decytabina MDS Il(n=177) ORR = 49% Wijermans i wsp. [23]
Decytabina MDS Il (n = 85) ORR = 30% Kantarjian i wsp. [24]
CR = 9%
Hl = 13%
Decytabina MDS Il (n=99) ORR = 51% Steensma i wsp. [27]
CR =32%
HI = 18%
Decytabina CLL + NHL I (n =20) SD = 40% Blum i wsp. [44]

#w przypadku badan Ill fazy liczba chorych otrzymujacych badany lek; MM (multiple myeloma) — szpiczak mnogi; CTCL (cutaneous T-cell lymphoma)
— skorny chtoniak T-komérkowy; DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — rozlany chtoniak z duzych komoérek B; MDS (myelodysplastic syndrome)
— zespot mielodysplastyczny; AML (acute myeloid leukemia) — ostra biataczka szpikowa, CLL (chronic lymphocytic leukemia) — przewlekta biataczka
limfocytowa; NHL (non Hodgkin lymphoma) — chtoniak nieziarniczy; CR (complete response) — odpowiedz catkowita; PR (partial response) — odpowiedz
czesciowa; SD (stable disease) — stabilizacja choroby; HI (hematologic improvement) — poprawa hematologiczna; ORR (overall response rate) — ogdlny
odsetek odpowiedzi
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promotorowych, ale raczej jest wynikiem haploinsufi-
cjencji.

W pierwszym badaniu globalnym Rush i wsp. [42]
przeanalizowali stan metylacji 3000 wysp CpG, znajdu-
jac 193 metylowane sekwencje miedzy innymi dla genu
GRM7, ktéry hamuje przekazywanie sygnalu cAMP
w indukcji apoptozy. Kanduri i wsp. [43] dokonali
oceny globalnego stanu metylacji przy uzyciu macierzy
umozliwiajacej ocen¢ 27 578 regiondw CpG w regionach
promocyjnych 14 495 genéw. Wykazali og6lna hipome-
tylacje genomu z rejonami hipermetylacji w miejscach
promotorowych gendw supresorowych. Poréwnujac
grupy o chorych o ré6znym rokowaniu na podstawie ge-
néw IgVVH: zmutowanych — jako dobrze rokujacych vs.
niezmutowanych i IGVH3-21 jako zwigzanych ze ztym
rokowaniem wykazano metylacj¢ grup gendw zwiaza-
nych z proliferacjag (ADORA3, AIRE, CARD15, FABP7,
LOC340061, PRF1, UNC5CL) i antyapoptotycznych
(BCL2)u chorych z dobrym rokowaniem oraz metylacje
gendw supresorowych (ABI3, SCGB2A1, VHL) u cho-
rych ze ztlym rokowaniem [43].

Znaczenie regulacji epigenetycznej w patogenezie
CLL zainspirowato badaczy do przeprowadzenia pierw-
szych prob klinicznych. W badaniu I fazy 20 badanych
(16 chorych na CLL i 4 pacjentéw z chloniakiem nie-
ziarniczym) otrzymywato w leczeniu decytabing. Przy
akceptowalnej toksycznoSci obserwowano niewielka
korzy$¢ kliniczna gdyz u 8 chorych uzyskanno stabilizacje
choroby [44].

W tabelach 2 i 3 zestawiono geny regulowane epige-
netycznie w rozrostowych chorobach hematologicznych
oraz kliniczne wyniki stosowania terapii epigenetycznej.

Podsumowanie

W ostatnich latach zrozumienie mechanizmoéw
epigenetycznych doprowadzito do istotnego poglebie-
nia wiedzy dotyczacej biologii choréb rozrostowych.
Okreslono pojedyncze geny regulowane epigenetycz-
nie, ktérych utrata funkcji doprowadzata do progresji
choroby. W badaniach globalnych okreslono grupy
gendw ulegajace regulacji epigenetycznej. Potencjalna
odwracalno$¢ tych zmian zainspirowata liczne grupy
badawcze do przeprowadzenia préb klinicznych lecze-
nia przy uzyciu lekéw epigenetycznych. Zachecajace
wyniki badan I1I fazy doprowadzily do wprowadzenia
dwéch lekéw hipometylujacych: azacytydyny oraz
decytabiny do leczenia chorych z zespotami mielody-
spalstycznymi. Rowniez lek acetylujacy — worinostat
— zaakceptowano do leczenia chorych z chtoniakiem
T-komo6rkowym. Liczne kolejne leki odwracajace
zmiany epigenetyczne sg w réznych fazach badan
klinicznych i w niedtugim czasie mozna si¢ spodziewac
kolejnych rejestracji.
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