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Pod pojeciem epigenetyki kryja sie me-
chanizmy wptywajace na ekspresje ma-
teriatu genetycznego, niezmieniajace
jednak sekwencji nukleotydéw DNA.
Obejmuja one metylacje DNA oraz po-
translacyjne modyfikacje histonéw. Me-
tylacja DNA dotyczy cytozyn zlokalizo-
wanych w wyspach CpG. Pocigga
za sobg gtéwnie zmiany w oddziatywa-
niach z czynnikami wigzgcymi DNA. Mo-
dyfikacje histonéw obejmuja acetylacje,
metylacje, fosforylacje, ubikwitynacje
i koniugacje z czasteczkami SUMO (ang.
small ubiquitin-like modifier), a gtéwnym
ich efektem sg zmiany struktury i kon-
formacji chromatyny. Badania wskazu-
ja, ze mechanizmy epigenetyczne sg
kluczowe w kancerogenezie wielu no-
wotworéw, w tym czerniaka.

Podtoze genetyczne melanoma wciaz
kryje wiele tajemnic, a wiedza z zakre-
su klasycznej genetyki pozwala wyjasnic¢
jedynie czes¢ zachorowan na ten nowo-
twor. Odkrycia na polu epigenetyki rzu-
caja nowe Swiatto na kancerogeneze
czerniaka. W pracy przedstawiono prze-
glad najnowszych doniesien literaturo-
wych na ten temat.
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Pojecie epigenetyki obejmuje mechanizmy wptywajace na regulacje i mo-
dyfikacje ekspresji materiatu genetycznego, niewptywajace jednak na se-
kwencje nukleotydéw. Mechanizmy te obejmuja metylacje DNA[1] oraz mo-
dyfikacje histonéw [2]. Poczatkowe doniesienia wskazywaty, ze procesy te
wydaja sie mie¢ marginalne znaczenie w regulacji ekspresji genéw. Obecnie
przyjmuje sie, ze ekspresja przynajmniej 80 gendéw jest regulowana przez
odpowiednie wzorce metylacji DNA [3]. Poznane mechanizmy metylacji DNA
pomogty wyttumaczyc takie zjawiska, jak pietnowanie genomowe, inakty-
wacja chromosomu X u kobiet [4] czy pewne aspekty niestabilnosci chromo-
somowych (np. metylacja powtdrzen CCG w zespole tamliwego chromoso-
mu X [3]). Takze w kontekscie badan mechanizméw kancerogenezy
epigenetyka umozliwita zrozumienie wielu zjawisk, w tym zwigzanych z etio-
patogeneza czerniaka. Mimo scharakteryzowania kilku genéw silnie zwigza-
nych z patogeneza tej choroby (np. gen supresorowy CDKN2A czy protoon-
kogen Ras), opisane mutacje ttumacza jedynie czes¢ przypadkow
zachorowania na czerniaka. Badania na poziomie epigenomu pozwolity wy-
jasni¢ czes¢ watpliwosci dotyczacych molekularnych aspektéw transforma-

cji nowotworowej i progresji melanoma. Dostarczyty takze danych o poten-
cjalnym znaczeniu dla terapii choroby.

Metylacja wysp CpG

Metylacja DNA odbywa sie poprzez kowalencyjna modyfikacje cytozyn i jest
katalizowana przez metylotransferazy DNA (DNMT), ktére przytaczaja grupe me-
tylowa do wegla 5’ pierscienia cytozyny. Modyfikacja ta dotyczy tylko cytozyn po-
przedzajacych w sekwencji guanine. Sekwencje CpG zgrupowane sa w genomie
w miejscach zwanych wyspami CpG, gdzie powtorzenia dinukleotydu CG rozcia-
gaja sie na przestrzeni do kilkuset par zasad. Szacuije sie, ze w komarkach soma-
tycznych kregowcow 60-90% wysp CpG ulega metylagji [5]. W diploidalnym ja-
drze cztowieka znajduje sie Srednio 4 x 107 zmetylowanych wysp CpG [6].
Stosunkowo czesto wyspy te zlokalizowane sg w miejscach odgrywajacych role
regulujaca ekspresje gendw [7]. W przypadku gendw o zasadniczym znaczeniu
dla podstawowych proceséw komérki, cechujacych sie powszechna ekspresja
w tkankach, zwigzane z nimi wyspy CpG sg prawie zawsze znajdowane po stro-
nie 5" od sekwencji kodujacych, zwykle w promotorach tych gendw. Wyspy zwia-
zane z genami, ktére cechuja sie ekspresja tkankowo-swoista, czesto znajduja
sie w pewnej odlegtosci ponizej (w strone 3°) w stosunku do miejsca startu trans-
krypcji. Ogélny mechanizm wyciszania ekspresji genéw zaleznego od hiperme-
tylacji DNA ma kilka aspektéw. Najistotniejszy z nich polega na uniemozliwianiu,
na zasadzie konfliktu sterycznego (przestrzennej przeszkody), wigzania sie czyn-
nikéw transkrypcyjnych do promotoréw i sekwencji regulujgcych transkrypcje.
Zidentyfikowano takze represory transkrypcji (m.in. MeCP1 i MeCP2), ktére pre-
ferencyjnie wigza sie z metylowanymi odcinkami DNA (promotorami) [8, 9]. Da-
ne te sg spojne z obserwacjami, z ktérych wynika, ze w zdrowych komérkach so-
matycznych wyspy CpG gendw supresorowych cechuja sie najczesciej brakiem
(lub niskim poziomem) metylacji. W procesie onkogenezy dochodzi czesto do
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Epigenetics describes the mechanisms
that lead to changes in expression of
genetic material not related to alterations
in DNA sequences. Two processes with
this association are DNA methylation and
post-translational maodifications of
histones. DNA methylation concerns
cytosines localized in CpG islands. This
process changes interactions with DNA-
binding factors. Histones can undergo
post-translational modifications such as
acetylation, methylation, phosphorylation,
ubiquitination and sumoylation. The main
effects of these modifications are
alterations in chromatin structure and
conformation. Many findings indicate that
epigenetic events are crucial for
carcinogenesis of various neoplasms,
including melanoma.

The genetic background of melanoma is
still full of unanswered questions, with
classical genetics able to explain only
some melanoma cases. Novel advances
concerning epigenetics give us new
insight into melanoma carcinogenesis.
This review focuses on recent reports
and results in this field.
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hipermetylacji tych miejsc, co skutkuje wyciszeniem ich ekspresji. Z kolei spadek
poziomu metylacji (hipometylacja) w obrebie promotoréw gendw, ktére w nie-
zmienionych komorkach cechujg sie jej wysokim poziomem, moze prowadzi¢
do wzrostu ekspresji tych gendw, co w kontekscie onkogendw stanowi czynnik
prowadzacy do transformacji nowotworowej. Zaburzenia metylacji nie wptywa-
ja na regulacje transkrypcji gendw jedynie poprzez zmiane powinowactwa czyn-
nikéw biatkowych do rejonéw promotorowych. W rejonach hipermetylowanych
dochodzi takze do zmian w strukturze chromatyny. Dzieje sie tak m.in. pod wpty-
wem zmiany powinowactwa biatek utrzymujacych strukture chromatyny w tych
odcinkach DNA [10], jak réwniez dzieki wtasciwosciom niektérych czynnikéw
z wspomnianej grupy represoréw transkrypcji (np. represor MeCP2 ma domene
odpowiadajaca za usuwanie histonu H1 ze struktury chromatyny [11]). Istnieja
takze doniesienia méwigce o tym, Ze hipermetylowany DNA wigZze wieksze ilo-
Sci histonu H1 [12]. Te — sprzeczne na pozér — obserwacje $wiadcza jedynie o frag-
mentarycznym rozumieniu zagadnien epigenetyki, ktére wymagaja jeszcze wie-
lu badan.

Metylacja DNA a czerniak
Hipermetylacja

W odniesieniu do czerniaka scharakteryzowano wiele genéw, ktére w pro-
cesie nabywania fenotypu ztosliwego ulegaja wyciszeniu za posrednictwem
metylacji wysp CpG. Liczbe tych gendw okresla sie na kilkanascie [13] do kil-
kudziesieciu. Znajduja sie wsrdd nich geny o réznorakiej funkcji — geny su-
presorowe (m.in. CDKN2A [14] i Apaf-1[15]), geny kodujace czasteczki adhe-
zyjne [16] czy zwigzane z modyfikacja reaktywnosci uktadu immunologicznego
wzgledem komorek czerniaka (np. CIITA — ang. class Il transactivator [17]).

Jednym z pierwszych genéw, w przypadku ktérego potwierdzono spadek
ekspresji zwigzany z mechanizmem metylacji wysp CpG, byt gen CDKN2A.
W czesci badan udowodniono, ze hipermetylacja promotora CDKN2A jest
czynnikiem sprawczym jego inaktywacji (32% pierwotnych czerniakdw bto-
ny naczyniowej oka, 19% pierwotnych czerniakdw skéry oraz 33% przerzu-
tow czerniaka [14, 18]). Nie wszystkie badania daty jednak wyniki spéjne z po-
wyzszymi. W badaniu Gmyrka i wsp. w grupie 80 chorych na czerniaka gatki
ocznej i 30 chorych na czerniaka skory nie stwierdzono metylacji w odcin-
kach promotorowych genu CDKN2A w zadnym przypadku [19]. Bardzo niski
procent (6,1%) hipermetylacji promotora tego genu wykazali w badaniu cho-
rych na czerniaka gatki ocznej Merbs i Sindransky [20]. Potwierdza to hete-
rogennos¢ zaburzen molekularnych lezacych u podtoza czerniaka.

Kolejnym, istotnym dla rozwoju czerniaka genem supresorowym jest
Apaf-1. Jest on jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za egzekucje apoptozy
zwigzanej z biatkiem p53. Okazato sie, ze inaktywacja Apaf-1 spowodowana
jest utrata heterozygotycznosci oraz hipermetylacja jego promotora [15].
Na przyktadzie adriamycyny udowodniono, Ze jednym z czynnikéw odpowie-
dzialnych za opornos¢ komorek czerniaka na chemioterapeutyki jest brak eks-
presji Apaf-1, a co za tym idzie — brak mozliwosci indukcji apoptozy [15].

Ekspresja gendw czasteczek adhezyjnych takze moze byc¢ regulowana po-
przez hipermetylacje promotoréw. Szczegdlne znaczenie tych czasteczek ujaw-
nia sie podczas tworzenia przerzutéw. Ruchliwos¢ komérek czerniaka oraz
zdolnos¢ do wigzania sie z podscieliskiem danego regionu organizmu lub da-
nej tkanki warunkuje zdolnos¢ do tworzenia nowych ognisk choroby. W pro-
cesie tym zasadnicza role odgrywaja czasteczki adhezyjne, warunkujace od-
dziatywania komoérka-komérka i komaérka-podscielisko. Zmiana profilu
ekspresji adhezyn jest zjawiskiem czestym w nowotworach. Udowodniono,
ze promotory gendw E-kadheryn i P-kadheryn ulegaja hipermetylacji, co skut-
kuje spadkiem ich ekspresji i wzrostem inwazyjnosci komaérek czerniaka [16].

Aby nowotwdr mogt sie rozwija¢, musi by¢ zdolny do unikania eliminacji przez
uktad immunologiczny. Jednym z mechanizmow sg zmiany profilu ekspresji an-
tygendéw na powierzchni komérek nowotworowych, ktére sg rozpoznawane
przez uktad immunologiczny. Czes¢ antygendw zdolnych do hamowania odpo-
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wiedzi uktadu odpornosciowego, ktére normalnie nie ulegaja
ekspresji w danych komérkach, moga sie w nich pojawic. In-
ne antygeny, ulegajace ekspresji w zdrowych komaorkach, zni-
kaja z btony komérek nowotworowych. Takze ten aspekt bio-
logii nowotworéw, a w szczegblnosci czerniaka, jest powiazany
ze zjawiskiem hipermetylacji promotoréw genow. Pod wpty-
wem interferonuy (IFN-y) lub czynnika martwicy nowotworu
(ang. tumour necrosis factor — TNF-a), wiele komorek jest zdol-
nych do ekspresji czasteczek MHC Il (antygendw zgodnosci
tkankowej klasy II). Zjawisko to dotyczy takze melanocytéw.
Czasteczki MHC Il znajduja sie konstytutywnie na komorkach
prezentujgcych antygen (komérkach dendrytycznych, makro-
fagach, limfocytach B). Poprzez prezentacje antygenow limfo-
cytom Th biora one udziat w aktywacji swoistej odpowiedzi
immunologicznej. Wiadomo, ze komorki pierwotnego czernia-
ka skory wykazujace ekspresje MHC Il (stymulowana za po-
moca IFN-y), sa zdolne do prezentacji antygenéw komérkom
Th za posrednictwem tych czasteczek [17]. Raosevich i wsp.
wykazali w doswiadczeniach, ze komdrki pochodzace z linii
czerniaka btony naczyniowej oka nie sg podatne na stymula-
cje IFN-y [17]. Kolejne eksperymenty pokazaty, ze za ten stan
rzeczy nie sa odpowiedzialne jakiekolwiek zmiany w genach
HLA (kodujacych antygeny zgodnosci tkankowej), lecz brak
ekspresji CIITA, ktory jest koaktywatorem transkrypcji genow
MHC 1. Ponadto okazato sie, ze w komérkach tych, w obrebie
genu CIITA nie ma insercji, delecji ani mutacji punktowych, kté-
re mogtyby by¢ przyczyna tego braku ekspresji. Przyczyna
opornosci na IFN-y jest hipermetylacja rejonu promotorowe-
go lub sekwencji regulatorowych potozonych powyzej (w kie-
runku 5’) promotora genu CIITA. Dowodem na zwiazek przy-
czynowo-skutkowy miedzy metylacja DNA a wyciszeniem genu
CIITA jest przywrécenie wrazliwosci na interferon i uaktywnie-
nie ekspresji MHC Il w komérkach czerniaka po zastosowaniu
przez badaczy inhibitora metylotransferazy DNA — 5-aza-2’-
-deoksycytydyny [17]. Podobne wnioski wyciggnieto z wcze-
Sniejszych badan tkanek tozyska. Okazato sie, ze komorki
trofoblastu réwniez nie sa wrazliwe na IFN-y. Jest to prawdo-
podobnie jeden z mechanizméw warunkujgcych brak odpo-
wiedzi immunologicznej ze strony matki w stosunku do tka-
nek ptodu. Stwierdzono, ze w komérkach tych promotor
IV genu CIITA jest hipermetylowany, przez co caty szlak eks-
presji MHC Il pod wptywem IFN-y jest nieaktywny [17].
Naturalnym nastepstwem okreslenia udziatu metylacji
DNA w nowotworzeniu byty préby ingerowania w ten pro-
ces. Jak dotad nie udato sie zidentyfikowac¢ u cztowieka (ani
zwierzat) enzymow zdolnych do demetylacji DNA. Skupio-
no sie wiec na opracowaniu metody inhibicji metylotrans-
feraz DNA. W przeciwienstwie do mutacji inaktywujacej gen,
ktora jest przekazywana komérkom potomnym, epigene-
tyczne wyciszenie genu na drodze metylacji promotora wy-
maga ciagtego wprowadzania grup metylowych w tym sa-
mym miejscu genomu po kazdej replikacji materiatu
genetycznego [21]. Inhibitory metylotransferazy DNA dzia-
taja w komarkach dzielacych sie, gdyz tylko w fazie S cyklu
komorkowego enzymy te sg aktywne, a oczywistym jest, ze
wiekszos¢ komoérek nowotworowych jest bardzo czynna mi-
totycznie (chot nie mozna jednak zapominac¢ o pewnej pu-
li komorek niedzielacych sie). Stworzyto to teoretyczne pod-
stawy do wyprébowania inhibitoréw DNTM jako narzedzi

w leczeniu czerniaka i innych nowotwordéw. Pierwszym zsyn-
tetyzowanym inhibitorem byta 5-azacytydyna, ktéra wraz
z trzema innymi: decytabing (5-aza-2’-deoksycytydyna), fa-
zarabing (1-B-D-arabinofuranozyl-5-azacytozyna) i DHAC
(dihydro-5-azacytydyna) znajduje sie obecnie w fazie badan
przedklinicznych i klinicznych. Leki te zostaty zastosowane
gtownie w nowotworach uktadu krwiotwérczego. Przepro-
wadzono takze badanie decytabiny u chorych na czernia-
ka. Wyniki nie sa jednak jak dotad zbyt obiecujace. U 22%
chorych na czerniaka uzyskano stabilizacje choroby, nato-
miast u jednego z 18 chorych obserwowano czesciowa od-
powiedz kliniczna [22].

Cennym gtosem w dyskusji 0 znaczeniu hipermetylacji
promotoréw w patogenezie czerniaka jest doniesienie Fu-
ruta i wsp. [23], ktérzy zidentyfikowali szes¢ gendw nieak-
tywnych w komérkach melanoma (w odréznieniu od linii
komérkowych prawidtowych melanocytéw). Po zastosowa-
niu w hodowlach linii czerniakowych 5-aza-2’-deoksycyty-
dyny, tylko jeden z nich (gen peroksyredoksyny 2 — PRDX2)
odzyskat swoja aktywnosé. Zasugerowano, ze transkrypcja
pozostatych 5 genéw (DERL3, FAM78A, PTPRG, SLC27A3
i UNC5C) ulegta zablokowaniu na drodze innego mechani-
zmu, a metylacja promotoréw nastapita pézniej. Wedtug
autoréw udziat w rozwoju czerniaka zaburzen dotyczacych
tych pieciu gendw jest mato prawdopodobny, a ich metyla-
cja jest spowodowana tym, ze byty one Swiadkami procesu
kancerogenezy, nie majac wptywu na ten proces. Nalezy
wiec by¢ ostroznym w ocenie mechanizmoéw transformacji
nowotworowej wytacznie na podstawie analizy wzoru me-
tylacji w rejonach promotorowych i regulatorowych. Ponad-
to geny, ktérych uposledzona aktywnos¢ nie zostaje przy-
wrécona po zastosowaniu czynnikéw wptywajacych
na metylacje, nie powinny by¢ wykluczone z grupy genéw
odpowiedzialnych za kancerogeneze czerniaka. Metylacja
moze byc procesem wtérnym, dotyczacym wczesniej inak-
tywowanych genow, ale takze ta wczesniejsza utrata funk-
cji, dokonujagca sie w innym mechanizmie, moze by¢ jed-
nym z elementow transformacji nowotworowe;j.

Hipometylacja

Jak juz wspomniano, w kancerogenezie istotng role odgry-
wa takze niski poziom metylacji. Hipometylacja wysp CpG
zlokalizowanych w regionach promotorowych i regulatoro-
wych onkogenéw aktywuje ekspresje gendw, ktére w prawi-
dtowych melanocytach sg nieaktywne lub zwieksza podsta-
wowy poziom ich ekspresji, a przez to promuje onkogeneze
czerniaka. Obok hipermetylacji i hipometylacji promotorow
poszczegoélnych gendw na uwage zastuguje fakt, ze w skali
genomu komérki nowotworowe cechuja sie uogélnionym
spadkiem poziomu metylacji [4, 24]. Znajduje to odzwiercie-
dlenie w obserwacjach dotyczacych wptywu metylacji DNA
na utrzymanie struktury chromosomow. Hipometylacja nie-
kodujacych powtarzalnych sekwencji w rejonach otaczaja-
cych centromery jest odpowiedzialna za zaburzenia architek-
tury chromosomaéw. Na skutek spadku poziomu ich metylacji
dochodzi do niestabilnosci chromosomowych i zaburzen re-
plikacji komérek [25, 26], a zaburzenia chromosomowe (struk-
tury i liczby) sa jedna z podstawowych cech komérek nowo-

tworowych.
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Przyktadem wptywu utraty metylacji poszczegolnych ge-
néw na transformacje nowotworowa melanocytéw sa ge-
ny z rodziny MAGE (ang. melanoma-testis antigen). W pra-
widtowych warunkach ulegaja one ekspresji jedynie
w komaérkach meskiej linii rozrodczej, natomiast komorki
somatyczne sa pozbawione ich obecnosci na skutek mety-
lacji wysp CpG rejonéw promotorowych. W komarkach czer-
niaka dochodzi do obnizenia poziomu metylacji ich promo-
toréw, czego efektem jest ekspresja genéw MAGE. Ponadto
udowodniono, ze po leczeniu 5-aza-2’-deoksycytydyng mo-
ze dojs¢ do indukcji aktywnosci MAGE [27, 28], co dowodzi
stusznosci tej tezy.

Hipometylacje DNA powiazano takze z opornoscia na te-
mozolomid. Fontijn i wsp. udowodnili, ze zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastéw (ang. basic fibroblast growth factor
— bFGF), jeden z czynnikdw istotnych dla wzrostu czerniaka,
odpowiada za wytworzenie stanu tej opornosci poprzez induk-
cje hipometylacji genu MGMT [29]. Koduje on enzym napraw-
czy ograniczajacy efekty komérkowe dziatania temozolomi-
du, ktéry jako czynnik alkilujacy metyluje guanine kwaséw
nukleinowych. Hipometylacja promotora MGMT, skutkujaca
wzrostem poziomu jego ekspresji, pozwala komérkom czer-
niaka przetamac skutki dziatania temozolomidu.

Potranslacyjne modyfikacje histonéw

Drugim z zasadniczych proceséw zwigzanym z pojeciem
epigenetyki jest potranslacyjna modyfikacja histonéw. Po-
lega ona na przytaczaniu do czasteczek histonéw grup ace-
tylowych, metylowych, fosforanowych, ubikwityny i biatka
SUMO (ang. small ubiquitin-like modifier) [2, 30]. Histony sa
zasadowymi biatkami, tworzacymi z DNA strukture chro-
matyny. Sa one zaangazowane w organizacje struktur, dzie-
ki ktérym mozliwa jest uporzadkowana kondensacja DNA
w jadrze komérkowym. Podstawowa jednostka struktural-
na chromatyny jest nukleosom, na ktéry sktada sie rdzen
biatkowy zbudowany z histonéw oraz nawinietej na niego
nici DNA. Rdzef ma ksztatt walca i stanowi go oktamer, skta-
dajacy sie z 0Smiu czasteczek histondw (po dwa histony ty-
pu H2A, H2B, H3 i H4). Na kazdy oktamer nawiniety jest od-
cinek DNA dtugosci 146 par zasad. Poza histonami rdzenia
w sktad nukleosomu wchodzi histon tgcznikowy H1, ktéry
stabilizuje ni¢ DNA na oktamerze i bierze udziat w formo-
waniu struktur wyzszego rzedu pozwalajacych na dalsza
kondensacje chromatyny. Miejscami, w ktérych dochodzi
do chemicznych modyfikacji histondw, sa najczesciej odcin-
ki potozone na N-koricach ich czasteczek (przestrzennie wy-
staja one poza oktamer, stad okreslane sg jako ogony hi-
stondw), choc procesom tym podlegaja takze miejsca o innej
lokalizacji w ich obrebie [31]. Sposrdéd aminokwasow, ktére
podlegaja modyfikacjom, najwieksza réznorodnosc przyta-
czanych czasteczek i grup chemicznych dotyczy lizyn. Mo-
ga one ulegac acetylacji, metylacji (w tym jedno-, dwu- i tréj-
metylacji), ubikwitynacji, jak rowniez koniugacji z SUMO.
Takze argininy podlegaja procesowi metylacji (jednomety-
lacji, jak rowniez symetrycznej i asymetrycznej dwumety-
lacji), natomiast seryny i treoniny — fosforylacji [2, 32].

Ubikwityna zostata poznana duzo wczesniej jako czyn-
nik kierujacy biatka komaérkowe na droge proteolizy odby-
wajacej sie w proteasomach. Podkresli¢ nalezy, ze w przy-

padku ubikwitynacji histonéw nie sg one kierowane do pro-
teasomoéw i poddawane rozktadowi. Prawdopodobnie jed-
na z przyczyn tego stanu rzeczy jest fakt, ze do biatek prze-
znaczonych do proteolizy przytaczanych jest kilka czasteczek
ubikwityny [33], natomiast histony maja tylko jedno miej-
sce wigzania tego czynnika i ulegajg one wytgcznie mono-
ubikwitynacji [32].

Zasadniczy mechanizm wptywu modyfikacji histonéw
na regulacje transkrypcji genéw ttumaczony jest w dwojaki
sposob, przy czym obie teorie nie wykluczaja sie wzajemnie.
Jedna z nich méwi o wptywie modyfikacji na stopien kon-
densacji chromatyny, przez co struktura chromatyny staje
sie bardziej otwarta (dostepna dla czynnikéw transkrypcyj-
nych) lub zamknieta (uniemozliwiajac dostep czynnikdw re-
gulujacych ekspresje genéw do DNA). Modyfikacje wptywa-
jace aktywujaco na ekspresje gendéw to acetylacja,
fosforylacja, metylacja arginin i lizyn H3-K4, H3-K36, H3-K79
oraz ubikwitynacja H2B-K120, natomiast modyfikacje dzia-
tajace blokujaco to koniugacja z SUMO, metylacja H3-K9,
H3-K27, H4-K20 oraz ubikwitynacja H2A-K119. Przypuszcza
sie, ze odwracalne modyfikacje stopnia kondensacji chroma-
tyny moga zachodzi¢ poprzez wptyw na dystrybucje tadun-
kow elektrostatycznych (np. neutralizacja dodatnich tadun-
kow histondw przez ujemne grupy acetylowe i fosforanowe)
lub na zasadzie modulacji oddziatywan pomiedzy nukleoso-
mami [32]. Drugi prawdopodobny mechanizm wptywu ko-
walencyjnych modyfikacji histonoéw na ekspresje genéw po-
lega na rozpoznawaniu przez czynniki wigzace chromatyne
miejsc o okreslonej konfiguracji podstawnikéw zwigzanych
z histonami oraz nukleosomoéw o okreslonej konformacji
przestrzennej (o ktérej decyduja te podstawniki). Wsrdd cza-
steczek wigzacych chromatyne moga znajdowac sie zaréw-
no czynniki transkrypcyjne, jak i czynniki odpowiedzialne
za lokalne oraz globalne (w kontekscie catego chromosomu)
zmiany strukturalne chromatyny [32, 34, 35].

Obecnie wiadomo, ze poza wptywem na regulacje eks-
presji genéw, modyfikacje histondw odgrywaja istotna ro-
le w procesach naprawy uszkodze DNA (monoubikwityna-
cja histonu H2A [36] i fosforylacja histonu H2AX — wariantu
histonu H2A [37]). Mozliwe jest zatem, ze zaburzenia obser-
wowane w zakresie potranslacyjnych modyfikacji histonéw
w komarkach nowotworowych, w tym czerniaka, moga
wptywac takze na te procesy, stajac sie jedna z przyczyn
niestabilnosci genetycznej nowotwordw.

Badania wskazuja, ze w obrebie danej czasteczki histo-
nu moze dochodzi¢ jednoczesnie do modyfikacji polegaja-
cych na przytaczaniu réznych podstawnikéw, np. acetylacji
i fosforylacji histonu H3 [38]. W potaczeniu z faktem, ze
wszystkie potranslacyjne modyfikacje histonéw sg odwra-
calne (przez przeciwstawne uktady enzymatyczne, np. ace-
tylotransferazy/deacetylazy) [32], z iloscia czynnikéw wiaza-
nych z histonami i liczbg miejsc na czasteczkach histonow,
ktére podlegaja tym procesom, daje to ogromne mozliwo-
sci wptywania na strukture chromatyny i ekspresje gendw.
Wyrazem tego jest coraz czesciej uzywane pojecie kodu hi-
stonéw (ang. histone code) [39]. Réznorodnosc efektéw mo-
dyfikacji histonéw poteguja obserwacje zaréwno zaleznosci
miedzy podstawnikami w obrebie jednej czgsteczki histonu,
jak i oddziatywania uzaleznione od podstawnikéw zlokalizo-



Epigenetyka czerniaka

49

wanych na réznych czasteczkach. Przyktadem tych pierw-
szych, okreslanych jako oddziatywania w uktadzie cis, jest
zjawisko blokowania metylacji lizyny w pozycji 9 histonu H3
(H3-K9) oraz indukowania acetylacje H3 przez wczesniejsza
metylacje H3-K4 [40]. Zaleznos¢ trans zachodzi pomiedzy
modyfikacjami w obrebie réznych czasteczek histondw, np.
ubikwitynacja histonu H2B promuje metylacje histonu H3
w pozycjach K4 i K79 [41]. Zaleznosci te okreslane sa w lite-
raturze anglojezycznej jako histone cross-talk [2].

Modyfikacje histonéw w czerniaku

Zaburzenia dotyczace potranslacyjnych modyfikacji histo-
néw lezg u podtoza zaburzeh molekularnych w kancerogene-
zie wielu nowotwordw [4]. W odniesieniu do czerniaka w lite-
raturze nie ma wielu pozycji na ten temat, chociaz takze
w tym kontekscie udowodniono ich istotna role. Obecnie wia-
rygodne dowody dotycza gtownie procesu acetylacji.
Bandyopadhyay i wsp. wykazali, ze inhibicja deacetylazy hi-
stonow 1 (HDACI), DHAC2 i HDAC3 przetamuje opornosc ko-
morek czerniaka na apoptoze [42]. Jak wspomniano, acetyla-
cja histonow jest czynnikiem wptywajacym aktywujaco
na transkrypcje DNA, a co za tym idzie — ich deacetylacja
(za posrednictwem HDAC) hamuje ten proces. Autorzy udo-
wodnili, Ze zablokowanie deacetylacji wptywa na zwiekszenie
ekspresji proapoptotycznego biatka Bax (na drodze zaleznej
od p53), zaznaczajac, ze wzrost acetylacji jest powigzany ze
wzrostem aktywnosci promotora genu Bax. Zahamowanie ak-
tywnosci deacetylaz uzyskano w tym badaniu z uzyciem ma-
Slanu sodu oraz technologii SiRNA (co ciekawe, maslan sodu
jest substancja, ktéra powstaje w jelicie grubym cztowieka
z wtdkien pokarmowych). Sposrod trzech wspomnianych pod-
typdw DHAC najsilniejszy efekt wywarta inhibicja HDAC2. Po-
nadto poprzez nadekspresje acetylotransferazy histonéw p300
w komarkach czerniaka potwierdzono, ze wzrost poziomu ace-
tylagji jest czynnikiem kluczowym dla wzrostu ekspresji Bax.

Réwniez w innych badaniach udowodniono skutecznosé
inhibitoréw HDAC (trichostatyny A, kwasu walproinowego
— leku przeciwpadaczkowego, SAHA) w indukcji apoptozy
i hamowaniu proliferacji komérek czerniaka w warunkach
in vitro [43, 44]. Kabayashi i wsp. w badaniach in vitro
i na modelu mysim udowodnili skutecznos¢ kolejnego inhi-
bitora z tej grupy: FK228 [45]. Natomiast Munshi i wsp. uzy-
skali wzrost wrazliwosci komorek czerniaka na promienio-
wanie jonizujace z uzyciem wspominanego juz maslanu
sodu [46]. Hellebrekers i wsp. udowodnili na modelu mysim,
ze zaburzenia adhezji leukocytéw do srédbtonka naczyn za-
opatrujacych guzy czerniaka i przekraczanie przez nie ba-
riery sciany naczyniowej wynika z obnizonej ekspresji cza-
steczek adhezyjnych ICAM-1 (ang. intercellular adhesion
molecule-1) na komérkach srodbtonka [47]. Anergia ta jest
odwracalna pod wptywem trichostatyny A, co sugeruje, ze
zaburzenia ekspresji ICAM-1 wynikaja z nadmiernej deace-
tylacji histonéw. Poddajac komorki srédbtonka wptywowi
czynnikdéw wzrostu promujacych angiogeneze (w warun-
kach in vitro), autorzy wykazali, ze przyczyna zmniejszenia
stezenia ICAM-1 na powierzchni srédbtonka jest deacetyla-
cja histonéw H3 oraz demetylacja lizyny 4 histonéw H3
zwigzanych z promotorem genu ICAM-1. Dane te s3 istot-
ne, m.in. z powodu praktycznych mozliwosci przetamania

uposledzenia odpowiedzi immunologicznej przeciwko ko-
maorkom czerniaka, co stanowi¢ moze czynnik wspomaga-
jacy immunoterapie tego nowotworu.

Klasyczny model wptywu modyfikacji histonéw na eks-
presje gendw jest modelem binarnym (dana modyfikacja
odpowiada za represje lub aktywacje ekspresji genéw).
Obecnie publikowane sa dane, ktére komplikuja przyjety
model. Wiadomo, ze pewne modyfikacje histonéw odpo-
wiadaja za jednoczesne wiagzanie do chromatyny zaréwno
czynnikéw aktywujacych transkrypcje, jak i jej represoréw
[32]. Analizujac dane na ten temat, nalezy mie¢ zatem
na uwadze, ze obecnie dysponuje sie jedynie uproszczonym
wyttumaczeniem tych zjawisk, ktére juz wkrétce moze ulec
zdecydowanym modyfikacjom. Réwniez rozdzielanie w roz-
wazaniach obu zasadniczych mechanizméw epigenetycz-
nych (metylacji DNA i modyfikacji histonéw) moze okazac
sie sztuczne. Badania dowodza, ze istniejg powigzania po-
miedzy tymi procesami. MeCP2, jeden z czynnikéw wigza-
cych sie z metylowanymi wyspami CpG, oddziatuje z deace-
tylazami histonow, kierujac je prawdopodobnie w miejsca
hipermetylowanego DNA [48]. Z kolei Wozniak i wsp. poka-
zali w swych badaniach, ze czynniki hamujace metylotrans-
ferazy DNA wptywaja na spadek ekspresji genu metylotrans-
ferazy histonéw G9a. Badacze ci udowodnili takze, ze
do wyciszenia genu supresorowego RASS1A (ktdre dotyczy
rowniez komorek czerniaka) dochodzi na drodze dwoch
wspdtgrajacych mechanizmoéw — hipermetylacji DNA i tréj-
metylacji lizyny 9 histonu H3 [49]. Mimo fragmentarycznej
wiedzy na temat epigenetyki czerniaka, juz teraz otwieraja
sie nowe perspektywy, wynikajace z poznawania tych me-
chanizméw. Umozliwiajag nam, a w przysztosci jeszcze bar-
dziej pozwolg na petniejsze zrozumienie etiopatogenezy te-
go nowotworu. Wszystko wskazuje réwniez na to, ze
przyczynia sie do rozwoju strategii terapeutycznych o no-
wych molekularnych punktach uchwytu.
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