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STRESZCZENIE

Kluczowa rol¢ w epigenetycznej kontroli réznicowania komorek i rozwoju organizmu odgrywaja przeciwstawnie dziatajace systemy
regulatorowe: (i) represyjne kompleksy zawierajace produkty gendw Polycomb (PcG) oraz (ii) aktywatorowe kompleksy biatkowe
Trithorax (TrxG). Geny PcG zaangazowane sa w wyciszanie i inaktywacj¢ specyficznych rejondw chromatyny. Biatka Polycomb moga
remodelowac struktur¢ chromatyny poprzez zablokowanie loci gendéw, natomiast geny Trithorax przeciwdzialaja represji, powodujac roz-
luznienie chromatyny i w konsekwencji zwigkszaja dostgp czynnikow aktywatorowych. Produkty gendw Polycomb i Trithorax kontroluja
ekspresj¢ gendw homeotycznych (rozwojowych) u muszki owocowej Drosophila melanogaster i krggowcow, a takze moga, w pewnych
okolicznosciach, sprzyja¢ powstawaniu nowotwordw, m.in. raka gruczotu krokowego, raka piersi, nowotworéw osrodkowego uktadu
nerwowego 1 biataczek. Rozwdj nowotworéw moze zachodzi¢ wtedy, gdy kompleksy Polycomb (np. EZH2) podtrzymuja milczenie
nowotworowych genow supresorowych lub gdy kompleksy Trithorax (np. MLL, SWI/SNF badz NuRD) podtrzymuja aktywny lokalny
stan chromatyny, np. w rejonie loci protoonkogenow i innych gendéw powiazanych z nowotworami. Biatka Polycomb i Trithorax, utrzy-
mujace pluripotencjalny stan nowotworowych komoérek macierzystych, moga w przypadku zaburzonego dziatania przyczynia¢ si¢ do
wielokierunkowego réznicowania i onkogennego rozrostu wskutek zdolnosci komérek potomnych do niekontrolowanej proliferacji.

Stowa kluczowe: epigenetyka, nowotwor, biatka Polycomb, biatka Trithorax.

SUMMARY

Opposingly acting regulatory systems are essential for the epigenetic regulation of differentiation and development: (i) repressive complexes
containing products of Polycomb (PcG) genes and activator protein complexes Trithorax (TrxG). PcG genes are involved in silencing
and inactivating specific domains of chromatin. PcG proteins could remodel chromatin structure rendering gene loci to be reversibly or
permanently blocked, while TrxG genes counteract this repression causing chromatin relaxation and making it available for activator
factors. The products of Polycomb and Trithorax genes are involved in a control of homeotic genes in Drosophila melanogaster and
vertebrates, and collaborate with genetic mutations in the initiation and progression of prostate and breast cancer as well as leukaemia,
medulloblastoma and other human neoplasms. A cancer development could be initiated when the Polycomb protein complexes (eg.
EZH2) maintain silencing of tumour-suppressor genes or the Trithorax protein complexes (eg. MLL, SWI/SNF or NuRD) maintain an
active local chromatin state across protooncogene and/or other tumour-related loci. When disrupted the PcG and trxG proteins maintain-
ing pluripotent state of cancer stem cells could promote their multilineage differentiation and oncogenic hyperplasia due to their ability
for uncontrolled proliferation.

Key words: epigenetics, cancer, Polycomb proteins, Trithorax proteins.

Podziat genomu na zgrupowania aktywnych
1 milczacych gendw i utrzymanie tego stanu przez ko-
lejne podzialy komoérkowe stanowi podstawe procesu
réznicowania komérkowego. Biatka Polycomb (PcG,
Polycomb group) i Trithorax (TrxG, Trithorax group),
odkryte pierwotnie u Drosophila, a potem u kregow-
cow [1], nalezg do kluczowych regulatorowych czynni-
kéw epigenetycznych odpowiedzialnych za utrzymanie
stalego wzoru transkrypcji gendw kontrolujacych

rozwoj, takich jak geny biatek homeotycznych i czyn-
nikéw transkrypcji, biatek szlakow sygnalizacyjnych
oraz biatek niezbgdnych do utrzymania i proliferacji
tkankowych komoérek macierzystych [2]. Zadaniem
biatek PcG i TrxG jest utrzymanie stanu aktywnosci
lub represji gendw, np. Hox, ustalonego wczesniej
przez wiazace si¢ z DNA czynniki transkrypcji [1, 3].
Te regulatory epigenetyczne dziataja antagonistycz-
nie, gdyz biatka TrxG aktywuja, a biatka PcG hamuja
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proces transkrypcji poprzez specyficzng modyfikacje¢
ogonow histonowych rozpoznawang nastgpnie przez
specyficzne biatka efektorowe. Biatka kodowane przez
PcG dziatajg jako czynniki wptywajace na wyciszenie
transkrypcyjne chromatyny, natomiast produkty TrxG
pozwalaja utrzymaé wysoki poziom ekspresji genow
aktywnych w danym rejonie chromatyny [3, 4].

Biatka Hox z domenami aktywacyjnymi i represyj-
nymi, ujawniajacymi si¢ po interakcji z odpowiednimi
koregulatorami, dziataja poprzez specyficznie rozpo-
znawane sekwencje nukleotydowe w promotorach
gendw docelowych [5] i1 ustalaja o$ przednio-tylna
i segmentacj¢ ciata na wczesnym etapie rozwoju em-
brionalnego. Drosophila zawiera pojedyncze zgrupo-
wanie gen6w Hox, natomiast u cztowieka oraz myszy
obecne sa cztery zgrupowania genéw homeotycznych
(HOX A-D u ludzi, Hox a-d u myszy). Poniewaz mu-
tacje w genach Hox myszy prowadza do powstawania
charakterystycznych nieprawidlowosci, nalezy sadzié,
ze maja one znaczenie kliniczne takze u ludzi [6].

Biatka PcG i1 TrxG, oprdcz regulacji gendw Hox,
zaangazowane sa w kontrol¢ innych procesow, takich
jak regulacja cyklu komdrkowego, polimeryzacja
aktyny, proces starzenia komorek, inaktywacja chro-
mosomu X, pigtno genomowe i rozwdj nowotworow
(tabela 1) [3, 4]. Wspoltdziatajac z interferencyjnym
RNA, biatka PcG wplywaja na formowanie heterochro-
matyny i w ten sposob posrednicza w transkrypcyjnym
wyciszaniu genow [2, 3].

Tabela 1. Udziat biatek PcG i TrxG w rozwoju nowotworow
u ludzi [2, 7]

Biatka: Nowotwory:

Nieziarniczy chtoniak komérek B
Chloniak Hodgkina

Czerniak

Rak pgcherza moczowego

Rak piersi

Rak jelita grubego

Rak watroby

Rak gruczotu krokowego

EZH2

Rak piersi
Rak jelita grubego
Rak watroby

SUZ12

Nieziarniczy chloniak komdrek B

Biataczki

Nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego
z grupy glejakow

Nowotwory obwodowego uktadu nerwowego
Rak ptuc

Ostra biataczka limfoblastyczna
Ostra biataczka szpikowa
Biataczka mieszana

BMI-1

MLL

Niektore sktadniki komplekséw Trithorax i Po-
lycomb posiadaja aktywno$¢ metylotransferaz
specyficznych dla reszt lizyny histonu H3, inne za$
wykazuja zdolnos¢ rozpoznawania zmodyfikowanych
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(zmetylowanych) ogon6éw histonowych. Na przyktad
metylotransferaza EZH2, sktadnik kompleksu PRC2,
jest odpowiedzialna za metylacj¢ lizyny w pozycji 27
histonu H3 [8], podczas gdy kompleks PRC1 zawiera
biatka z chromodomena, np. CBX (chromobox), wy-
kazujace zdolnos$¢ rozpoznawania H3K27me3 [9].

Poziom metylacji H3K27 podczas réznicowania
komorek jest wypadkowa aktywnosci metylacyjnej
EZH2 oraz enzymu UTX, ktorego domena JmjC ka-
talizuje demetylacj¢ di- oraz tri-metylowanych reszt
H3K27 [10] w promotorowych rejonach genow ho-
meotycznych [11]. Demetylazy UTX oraz JIMJD3 [12]
maja zdolno$¢ zmniejszania stopnia metylacji histonu
H3 w promotorowych rejonach gendéw. Demetylacja
H3K27me3 sprzyja aktywacyjnym zmianom epigene-
tycznym, takim jak trimetylacja lizyny 4 histonu H3
(H3K4me3) [10] i acetylacja histonow [13]. Biatka
UTX 1 JMID3 facza si¢ z kompleksem MLL (mixed
lineage leukemia), przejawiajacym aktywno$¢ metylo-
transferazy metylujacej H3K4. To oznacza, ze usuwa-
nie epigenetycznego znacznika nieaktywnych genow,
tj. H3K27me3, bezposrednio taczy si¢ z formowaniem
aktywnej transkrypcyjnie chromatyny [14].

Biatka Polycomb zidentyfikowano po raz pierwszy
u Drosophila melanogaster [ 1] jako sktadnik wielobiat-
kowych komplekséw wiazacych si¢ ze specyficznymi
sekwencjami DNA o nazwie PRE/TRE (Polycomb/
Tritorax response elements). Na poziomie molekular-
nym biatka PcG sg sktadnikami dwdch funkcjonalnie
i biochemicznie odmiennych kompleksow represyj-
nych Polycomb (PRC, Polycomb repressive complex),
o wielkosci 2-5 MDa, zwanych PRC1 oraz PRC2
(tabela 2) [1, 3, 15].

Tabela 2. Biatka kompleksow Polycomb [4]

PcG Drosophila Crlowick Mysz
melanogaster
dRING RING1A RINGIA
Kompleks Pc HPC1-3 M33, MPC2
pRC%3 Ph HPHI1-3 MPH12
Psc BMI-1 BMI-1
Scm SCML-1 SCMH-1
E(z) EZH2
Kompleks Esc EED EEPDH , BEZH2
PRC2 Su(z)12 SUZ12 EED
Nurf 55 RbAp46/48
Kompleks Sfmbt - _
PhoRC Pho - _

Genom ssakow koduje réznorodne ortologi biatek
PcG, odkrytych pierwotnie u Drosophila melanogaster
[1], ktére mimo czesciowej redundancji funkcjonalne;j
wykazuja unikalne wlasciwosci biochemiczne. Po-
dobnie jak u Drosophila rdzeniowe komponenty PRC
ssakow mozna zgrupowa¢ w odmienne podkompleksy
rozniace si¢ funkcja [4]. Represyjny kompleks PRC1
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zawiera biatka Pc (Polycomb), Ph (Polyhomeotic), Psc
(Posterior sex combs) oraz dRing, ktore u czlowicka
maja inne nazwy, czesto poprzedzone literg h (human):
HPC 1-3, HPH 1-3, BMI-1 (B-lymphoma Mo-MLV
insertion region 1), RING 1A (really intresting new
gene 1A). Drugi represyjny kompleks, Polycomb 2
(PRC2), sklada si¢ z czterech zasadniczych bialek: E(z)
(Enhancer of zeste), Esc (Extra sex combs), Su(z)12
(Supressor of zeste 12) i Nurf-55 (nucleosome remo-
deling factor 55 kDa). U cztowieka kompleks PRC2
sktada si¢ z biatlek EZH2 (Enhancer of Zeste homo-
logue 2), EED (embryonic ectoderm development),
SUZ12, RbAp46/48 (retinoblastoma-associated protein
46/48a) (tabela 2).

Biatka SUZ12 i EED wplywaja na stabilno$¢ cate-
go kompleksu PRC2 oraz aktywno$¢ metylotransferazy
EZH2 z katalityczng domeng SET przeprowadzaja-
ca represyjng metylacje H3K27me3, dzigki czemu
kompleks PRC potrafi hamowac proces transkrypcji.
Kompleks PRC1 zawiera biatko RING z aktywnos$cia
ligazy ubikwitynowej E3, ktorej celem jest lizyna 119
histonu H2A [16]. Modyfikacja H2AK119ub zwigzana
jestzwyciszeniem lokalnych genéw. Kompleks PRC2
in vitro, oprocz aktywnosci metylotransferazowej
w stosunku do H3K27, wykazuje takze dodatkowa
aktywnos$¢ metylotransferazowa wobec lizyny 26-tacz-
nikowego histonu H1 [17]. Zmetylowany H1K26
poprzez oddziatywanie z biatkiem heterochromatyno-
wym HP1 [18] moze wptywac¢ na tworzenie struktur
wyzszego rzedu chromatyny. Ostatnio zidentyfikowano
obecnos$¢ trzeciego kompleksu zaangazowanego w wy-
ciszanie gendow homeotycznych, mianowicie PhoRC
(pleiohomeotic (PHO) repressive complex) [2], ktory
zawiera biatko z domena MBT (malignant brain tumor)
o nazwie SFMBT (Scm (Sex combs on midleg)-related
gene containing four MBT domains) [19], wiazace si¢
specyficznie z mono- oraz dimetylowanymi resztami
H3K9 i H4K20 [4].

Réznorodnosé kompleksow PRC jest wynikiem
obecnosci dodatkowych biatek, np. TAF (TBP (TATA
box-binding)-associated factor) czy enzymow z rodziny
HDAC (histone deacetylase). Kompleksy te podlegaja
regulacji podczas rozwoju i czesto sa heterogeniczne,
gdyz niektdre biatka moga wystgpowac w postaci licz-
nych izoform. Na przyktad EZH2 moze oddziatywac
z jedna sposrod przynajmniej czterech izoform Eed.
Najwigksza izoforma, Eed1, zaangazowana jest w two-
rzenie kompleksu PRC2, podczas gdy dwie mniejsze
izoformy Eed3 i Eed4 zwiazane sa z kompleksem
PRC3. Obecnos¢ Eed2 stwierdzono w niezroznico-
wanych embrionalnych komoérkach macierzystych
(ES, embryonal stem cell), jak rowniez w komorkach
nowotworowych jako cz¢s¢ kompleksu PRC4. Akumu-
lacja PRC4 [17] zwiazana jest z nadekspresja EZH2
podczas ostatniego stadium rozwoju raka prostaty [20].
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Specyficznos¢ metylacyjna EZH2 wobec H3K27 czy
H1K26 zalezy od tego, ktora izoforma Eed oddziatluje
z tym enzymem. Metylacja H3K27, jak odbywa si¢ za
posrednictwem PRC3, podczas gdy metylacja zarowno
H3K271H1K26 jest mozliwa w obecnosci PRC2. Tak
wigc, sktad komplekséw PRC i specyficzno$é wobec
substratu histonowego oraz interakcja z chromatyng
moga by¢ odmienne w réznych typach komorek i r6z-
nych fazach cyklu komérkowego [3].

Bialtka Polycomb wptywaja na pluripotencjalnosé¢
komorek macierzystych poprzez utrzymywanie stanu
represji genow niezbednych do réznicowania w rozma-
ite typy tkanek [2]. Oprocz represji nowotworowych
genow supresorowych, biatka PcG moga wptywaé na
rozwdj nowotworu poprzez ustanowienie nieprawidto-
wego stanu transkrypcyjnego genow kontrolujacych
podzialy i wzrost komorki, przypominajacego komorki
macierzyste. Hipoteza ,,nowotworowych komorek
macierzystych” [2, 8] zaktada, ze komorki o cechach
komorek macierzystych stanowig gléwna przyczyne
rozwoju i nawrotu nowotwordw. Koncepcja ta racjo-
nalnie uzasadnia zdolnos$¢ komdrek nowotworowych
do proliferacji, przypominajacej samoodnawianie ko-
morek macierzystych. Rakowe komodrki macierzyste
moga pehic istotng funkcj¢ w rozwoju nowotworu,
poniewaz ich diugi okres zycia pozwala na akumula-
cje mutacji i innych zmian genetycznych i/lub zmian
epigenetycznych niezbednych do powstania i wielo-
etapowej ewolucji nowotworow ztosliwych. Obecnie
nie jest jasne, czy nowotworowe komorki macierzyste
pochodza z somatycznych (tkankowych) komorek ma-
cierzystych lub ich komorek potomnych skierowanych
na patologiczny tor réznicowania, czy tez pojawiajq si¢
wskutek odréznicowania terminalnie zréznicowanych
komorek, ktore powtornie nabywaja pewne cechy
komorek macierzystych, takie jak zdolno$¢ do samo-
odnawiania i wielokierunkowego réznicowania [2, 8].
Stad potencjal transformacyjny biatek PcG moze by¢
czes$ciowo zwigzany z ich zdolnoscia do utrzymywania
stanu macierzystosci komorki. Prawidtowe somatycz-
ne komodrki macierzyste tworza prawidtowe tkanki,
a nowotworowe komorki macierzyste wytwarzaja
nieprawidtowe tkanki nowotworowe [21].

Funkcjonalna charakterystyka biatka Bmi-1 myszy
[2], ktore jest ortologiem biatka Psc Drosophila mela-
nogaster, ujawnia zwiazek pomigdzy rodzing genow
Polycomb a rozwojem nowotworu. Bmi-1 jest proto-
onkogenem [21, 22], ktdrego nadekspresja [3, 23] oraz
wspotdziatanie z protoonkogenem c-Myc [24] przyczy-
nia si¢ do rozwoju chtoniakéw z komorek B oraz T [2].
Delecja biatka Bmi-1 u myszy prowadzi do powstawa-
nia defektéw szkieletu osiowego, zaburzenia hema-
topoezy i funkcji neurologicznych, jak rowniez stop-
niowego zahamowania wzrostu postnatalnego. Myszy
pozbawione biatka Bmi-1 dozywaja wieku dojrzatego,
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ostatecznie jednak ging w wyniku powstalych zmian
neurologicznych i hematopoetycznych [21]. Bmi-1 ma
wplyw na proliferacjg limfocytow oraz ogolny wzrost
myszy poprzez bezposrednie lub posrednie hamowanie
ekspresji locus INK4a/ARF (CDKN2A, cyclin-depen-
dent kinase inhibitor 2A), kodujacego dwa strukturalnie
odmienne bialka supresorowe nowotworow, pl6mKs:
ipl9ARF [2,21, 22]. Biatko INK4a (inhibitor of cyclin-
dependent kinase 4A) jest inhibitorem kinaz CDK4
i CDK6 zaleznych od cykliny D, ktore aktywuja szlak
pRb [25], natomiast ARF (alternating reading framer)
stabilizuje p53, zapobiegajac degradacji p53, poprzez
wigzanie si¢ z jego negatywnym regulatorem MDM?2
[2], przejawiajacym aktywnos¢ ligazy ubikwitynowe;j
E3 [26], w nastepstwie czego dochodzi do zatrzymania
cyklu komorkowego i apoptozy [24, 26]. Nieobecnos¢
Bmi-1 prowadzi do ekspresji p16™&4 i hipofosforylacji
pRb, zatrzymania cyklu komoérkowego oraz starzenia
komorki lub apoptozy. Natomiast w obecnosci Bmi-1,
ktory jest negatywnym regulatorem locus INK4a/ARF
[27], zmniejsza si¢ ekspresj¢ pl16™* prowadzaca do
hiperfosforylacji pRb i przebiegu cyklu komérkowego
[28]. Te dwa biatka odgrywaja istotng rol¢ w rozwoju
raka, gdyz locus INK4a/ARF czgsto ulega rozmaitym
zmianom, takim jak, mutacje, delecje oraz zmiany epi-
genetyczne w rozmaitych nowotworach [2]. Onkogen-
ny potencjal Bmi-1 i innych biatek Polycomb przejawia
si¢ m.in. represja locus INK4a/ARF (CDKN2A) [2]
i proliferacja komorek.

Aktywacja ekspresji genu telomerazy cztowieka
(hTERT, human telomerase reverse transcriptase)
przez biatko Bmi-1 wplywa na replikacyjna dtugosc
zycia oraz niesmiertelnos¢ komorek epitelialnych
gruczotu mlecznego [29], co sugeruje, ze aktywacja
telomerazy wskutek nadekspresji Bmi-1 moze mie¢
znaczenie w rozwoju raka piersi. Okazato si¢ [21],
ze biatko Bmi-1 reguluje samoodnawianie zaréwno
krwiotwoérczych jak réwniez biataczkowych komo-
rek macierzystych. Stwierdzono, ze krwiotworcze
komorki macierzyste sq obecne w prawidtowe;j ilosci
w embrionalnej watrobie znokautowanej myszy o ge-
notypie Bmi-17, lecz ich liczba spada w szpiku kostnym
w okresie postnatalnym. Zatem, krwiotwdrcze komorki
macierzyste osobnikdw Bmi-1* maja ograniczona zdol-
no$¢ samoodnawiania. Myszy Bmi-1" ging, poniewaz
ich somatyczne krwiotwdrcze komdrki macierzyste
o niedostatecznej zdolnosci samoodnawiania nie za-
pewniaja przetrwania az do okresu dojrzatosci.

Proliferacja bialaczkowych komérek macierzy-
stych w mysim modelu AML (acute myeloid leukemia)
jest rowniez regulowana za posrednictwem Bmi-1
[2]. Po transplantacji do napromieniowanych myszy,
normalne komérki biataczkowe ekspresjonujace Bmi-1
sa zdolne do indukowania biataczki, natomiast biatacz-
kowe komoérki Bmi-1* maja zredukowana zdolno$¢ do
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proliferacji i nie sg zdolne do indukowania biataczki.
A zatem, ekspresja biatka Bmi-1 jest konieczna dla
procesu samoodnawiania zarowno krwiotworczych, jak
i bialaczkowych komorek macierzystych [21].

Oprécz Bmi-1, kompleks PRC1 zawiera homo-
logiczne biatko Mel-18. Biatka te wykazuja 65%
podobienstwo sekwencji aminokwasowych i zawieraja
domeng palca RING w czgsci N-terminalnej, jak row-
niez sekwencje bogate w proling oraz domeng helisa-
skret-helisa i domeng NLS (nuclear localization signal)
w C-terminalnym ogonie [22, 30]. Myszy o genotypach
Bmi-1* oraz Mel-18* wykazuja podobne cechy feno-
typowe, takie jak cigzki niedobdr odpornosci, zaha-
mowanie wzrostu i deformacje szkieletu, natomiast
podwdjnie nulizygotyczne mutanty Bmi-1/Mel-18 ging
juz w tonie matki [30]. Przy wykorzystaniu techniki
TAP (tandem affinity purification) wyizolowano odpo-
wiednie kompleksy biatlek Bmi-1 i Mel-18 z ludzkich
komorek nowotworowych. Z zastosowaniem techniki
Western blotting wykazano [30], ze nadekspresja tych
biatek w fibroblastach Rat1 powoduje stymulacje wzro-
stu (powstaje wigksza liczba kolonii, w poréwnaniu do
komorek bez ekspresji wektora), natomiast zniesienie
ekspresji Bmi-1 i Mel-18 za posrednictwem antysen-
sowego shRNA (short hairpin RNA) skutkuje istotnym
zahamowaniem ich wzrostu i zdolnosci przezycia in
vitro. Biatko Mel-18 zmniejsza transkrypcje Bmi-1,
skraca replikacyjng dlugos¢ zycia komorek i przy-
spiesza ich starzenie [22]. Nadekspresj¢ biatka Bmi-1
zaobserwowano w komodrkach guzoéw nabloniaka
rdzeniowego (medulloblastoma), rakach phuc i piersi,
natomiast amplifikacj¢ genu Bmi-1 zidentyfikowano
w podgrupie chloniakéw z komorek B czlowieka [3,
30]. Ponadto ekspresja Bmi-1 stanowi silny czynnik
prognozujacy mozliwos$¢ przerzutdéw nowotworow
i niepomyslne rokowanie u ludzi [31].

Bmi-1 jest biatkiem Polycomb silnie skorelowa-
nym z rozwojem choroby nowotworowej, niemniej
jednak inne biatka PcG sg rowniez zwiazane z pro-
cesem onkogenezy [2]. Na przyktad stwierdzono, ze
SUZ12 — biatko kompleksu PRC2 —ulega nadekspresji
w liniach komérek nowotworowych jelita grubego
i piersi [2, 32]. Ponadto transkrypcja genu EZH2, kt6-
rego produkt jest sktadnikiem kompleksu PRC2, jest
wzmozona w nowotworach cztowieka, w tym w raku
prostaty [33]. Nadekspresja EZH2, dzigki zwigkszonej
transkrypcji badz amplifikacji genu [34], wystepuje
m.in. w nowotworach piersi, gruczotu krokowego oraz
roznych odmianach chloniakéw [2, 3]. Proliferacja
komorek zalezna jest od domeny SET biatka enzy-
matycznego EZH2, stad obnizenie poziomu EZH2
za pomoca techniki RNAi prowadzi do zahamowania
wzrostu komorkowego oraz zatrzymania podzialu
komorki w fazie G2/M [34]. Kombinacja wzmozonej
ekspresji EZH2 z niskim poziomem E-kadheryny
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jest dobrym markerem rozwoju nowotworu gruczohu
krokowego [34].

Przy zastosowaniu techniki mikromacierzy DNA
przeanalizowano [33] ekstrakty tkankowe (n=1023)
w celu okreslenia stopnia ekspresji EZH?2 in situ. Wsrdd
tych probek 400 pochodzito od 23 0sob, ktore zmarty
w wyniku opornego na hormony nowotworu gruczotu
krokowego. Obserwowano wzrost poziomu ekspresji
EZH2, w kierunku od nieztosliwych do ztosliwych
form raka prostaty (wskazniki w granicach 1,5 do 2,6).
Najsilniejsza ekspresje¢ (o wskazniku 3,1) stwierdzono
w przerzutach nowotworu. Te obserwacje sugeruja,
ze istnieje korelacja pomigdzy rozwojem nowotworu
gruczolu krokowego i wzrostem poziomu ekspresji
EZH2. Ponadto poziom EZH2 moze wskazywac na
agresywny charakter raka prostaty [33] i innych no-
wotworow [35].

Poziom ekspresji Bmi-1 1 EZH2 analizowano takze
w rozmaitych chtoniakach nieziarniczych pochodza-
cych z komoérek B (B-NHL, B-cell non-Hodgkin lym-
phoma), takich jak chtoniaki limfocytowe, grudkowe,
Burkitta i inne [36]. Nowotworowe komoérki B-NHL
o srednim i wysokim stopniu ztosliwosci wykazywaty
silng koekspresje Bmi-1 i EZH2, skorelowang z eks-
presja markera proliferacji. Nowotworowe komorki
B-NHL o niskim stopniu ztosliwosci miaty fenotyp
Bmi-1°%/EZH2" lub Bmi-1"*/EZH2". Te obserwa-
cje pokazuja, ze sredni i wysoki stopien ztosliwosci
B-NHL jest zwigzany ze wzrostem poziomu ekspresji
Bmi-1 i EZH2. O ile w prawidlowych komorkach
ekspresja Bmi-1 jest wylaczona, dzielace si¢ komor-
ki nowotworowe prawdopodobnie nie sa zdolne do
zmniejszenia transkrypcji Bmi-1. Nieprawidlowa
ekspresja PcG jest istotnym czynnikiem w rozwoju
chtoniakéw u ludzi [36].

Bialka z grupy Polycomb petniag w chromatynie
funkcje represoréw transkrypcyjnych, a rola aktywa-
torow przypada kompleksom biatek z grupy Trithorax
[37]. Biatka TrxG, podobnie jak biatka PcG, posiadaja
zdolno$¢ utrzymywania stanu ekspresyjnego gendw
wyznaczonego przez specyficzne czynniki transkrypcji
dziatajace przez kroétki okres podczas wcezesnego roz-
woju. Geny TrxG moga przeciwstawiac si¢ represyjnej
aktywnosci genow PcG. Mutacje TrxG prowadza do
ektopowej represji gendw Hox [37]. Prototypowy
gen z tej grupy, Trx, zidentyfikowano dzigki natural-
nej mutacji u muszki owocowej powodujacej utratg
funkcji gendw homeotycznych, ktéra przejawiata sig
transformacja przezmianek w cze$ciowo wyksztatcone
skrzydta, transformacja pierwszej pary ndég w nogi
drugiej pary i pojawieniem si¢ jasnego zabarwienia
na pigtym segmencie odwlokowym [38, 39]. Analizy
molekularne i biochemiczne wykazaty, ze biatka TrxG,
podobnie jak biatka PcG, sa zdolne do tworzenia zto-
zonych komplekséw biatkowych. W ostatnich latach
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zidentyfikowano u Drosophila szes¢ kompleksow za-
wierajacych biatka z grupy TrxG: BRM, ASH1, ASH2,
TACI1, NURF i ACF [37]. Gléwne sktadniki tych kom-
pleksow, z wyjatkiem ACF (ATP-utilizing chromatin
assembly and remodeling factor), ktory zawiera tylko
dwa komponenty, biatko Acfl i ATPaz¢ ISWI (imita-
tion of Swi) [40], przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Biatka kompleksu Trithorax [4]

TrxG Drosophila Cziowiek
melanogaster
Brm BRM
Osa BAF250
SWI/SNF Moira BAF170
Snrl BAF47
Iswi SNF2L
Nurf-38 -
NURF Nurf-301 BPTF
Nurf-55 RbAp46/48
Trx
TACI1 dCBP
Sbfl
Ashl
Ashl dCBP
MLL1-3
ASH2L
MLL1-3 WDRS
CFP1

Dobrze znany kompleks SWI/SNF (switch/sucrose
non-fermenting), zwany kompleksem BRM u Droso-
phila, o wielkosci ok. 2 MDa, zawiera biatka BRM
(Brahma), MOR (Moira), Osai SNR1 (Snf5-related 1)
(tabela 3). BRM jest homologiem drozdzowego biatka
SWI2/SNF2, ktore jest ATPaza wykorzystujaca energi¢
hydrolizy ATP do przebudowy chromatyny poprzez
zmiang rozmieszczenia nukleosoméw lub zmiang ich
struktury. Kompleks NURF (nucleosome remodeling
factor), sktadajacy si¢ z ATPazy ISWI i biatek Nurf, jest
kompleksem remodelujacym, zmieniajacym lokalng
struktur¢ chromatyne i jej aktywnos$¢ transkrypcyjng
poprzez przemieszczanie potozenia nukleosomow.

Odkrycie, ze mutacje ashl wzmagaja fenotyp mu-
tantow brm, sugeruje, ze biatko ASH1 (absent, small or
homeotic 1) moze by¢ sktadnikiem kompleksu BRM
[37]. W rzeczywistosci ASH1, biatko z domeng SET,
stanowi sktadnik kompleksu o wielkosci 2 MDa z ak-
tywnoscia histonowej metylotransferazy metylujacej
H3K4[15] oraz H3K36 [41]. Dodatkowo ASH1 zarow-
no genetycznie, jak i fizycznie oddziatuje z histonowg
acetylotransferaza CBP (CREB binding protein), ktora
jest odpowiedzialna za tworzenia aktywnych miejsc
w chromatynie [37]. Ponadto ASH1 zidentyfikowno
jako czynnik modyfikujacy aktywnos$¢ protoonkogenu
c-Myc [42].

TRX, inne biatko zawierajace domeng SET, zdolne
do metylacji H3K4 [15], jest sktadnikiem czwartego
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kompleksu o wielkosci 1 MDa, zwanego TAC1 (Tri-
thorax acetyltransferase complex 1), ktory zawiera
biatka TRX, dCBP i Sbfl (SET binding factor 1) [37,
43]. Poniewaz CBP jest sktadnikiem kompleksu ASH1
1 TAC1, mozna przypuszczaé, ze oba kompleksy maja
zdolno$¢ do acetylacji histonéw przez CBP oraz me-
tylacji H3K4 przez TRX lub ASH1. Poniewaz TRX
dodaje co najwyzej dwie grupy metylowe do H3K4 in
vitro, ASH1 moze okazac si¢ niezbgdny do dodawania
trzeciej grupy metylowej do H3K4me?2 z utworzeniem
H3K4me3 [15].

Piaty kompleks, MLL (mixed-lineage leukemia)
o wielkosci ok. 1 MDa, ktory zawiera migdzy innymi
biatka MLL1-3 oraz ASH2L [4, 44], spokrewniony jest
z drozdzowym kompleksem COMPASS, zawierajacym
biatko SET1 wiazace si¢ z polimeraza RNA II podczas
procesu elongacji transkrypcji. ASH2L jest niezbedny
do przemiany dimetylowanej lizyny K4 histonu H3
w postaé trimetylowana [15]. MLL jest protoonkoge-
nem krggowcdw spokrewnionym z TRX Drosophila
melanogaster. Biatko MLL, ktdre jest histonowa mety-
lotransferazg katalizujaca metylacje lizyny K4 histonu
H3, podtrzymuje ekspresj¢ genow Hox [44]. Multido-
menowe biatko MLL z wysoce konserwatywna domena
SET zlokalizowana w C-terminalnej czgsci czasteczki
ulega ekspresji w komoérkach hematopoetycznych [7].
Osobniki myszy, ktorym usunieto domene SET na
drodze homologicznej rekombinacji w komorkach ES,
przejawialy defekty rozwoju szkieletu oraz zmieniony
wzOr transkrypcji poszczegdlnych genow Hox podczas
rozwoju [45]. Immunoprecypitacja chromatyny wykaza-
la, ze te zmiany w ekspresji genéw sg zwigzane z drama-
tyczng redukcja monometylacji H3K4 oraz zmienionym
wzorem metylacji DNA w loci gendw Hox, ktore prze-
ktadaja si¢ na nieprawidtowy stan chromatyny.

MLL jest genem zlokalizowanym na chromosomie
11g23, ktory czgsto podlega translokacji w ostrych
typach biataczek u ludzi, takich jak ostra bialaczka
limfobastyczna (ALL, acute lymphoblastic leukemia),
ostra biataczka szpikowa (AML, acute myeloid leuke-
mia) czy tez biataczka mieszana (MLL, mixed lineage
leukemia) [7]. Translokacje MLL wystgpuja czgsto
w biataczkach niemowlat (ponad 70%), rzadziej u star-
szych dzieci, a bardzo rzadko u 0séb dorostych (10%)
dotknigtych biataczka AML lub biataczka bedaca skut-
kiem terapii innych nowotwordéw ztosliwych inhibitora-
mi topoizomerazy 1. Biatka fuzyjne powstaja wskutek
translokacji MLL do rozmaitych gendw, najczesciej
do gendéw kodujacych biatka jadrowe, ktore wiaza si¢
z DNA, takich jak AF4, AF9, AF10 i ENL, ktore sg
zlokalizowane, odpowiednio, na chromosomach 4, 9,
10 1 19 [7]. Bialka fuzyjne zachowuja N-terminalng
cz¢$¢ MLL z charakterystycznymi motywami ATH
(AT-hook), dzigki ktérym moga wiagzaé si¢ z DNA
oraz z domenami represyjnymi rekrutujacymi biatka
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HPC2 i BMI-1 z grupy PcG, transkrypcyjny korepre-
sor CtBP (carboxy-terminus binding protein) i deace-
tylazy histonowe HDACI1 i HDAC2. C-terminalna
czes¢ biatka fuzyjnego zawiera fragment sekwencji
aminokwasowej odpowiedniego partnera translokacji
i dlatego takie biatko pozbawione jest domeny MLL
aktywujacej transkrypcje, rekrutujacej koaktywator
CBP z aktywnoscia acetylazy histonowej oraz domeny
SET, katalizujacej aktywacyjng metylacje H3K4, ktore
stanowia integralng czes$¢ prawidtowo funkcjonujacego
biatka MLL. Fuzyjni partnerzy biatka MLL wprowa-
dzaja C-terminalne domeny aktywujace transkrypcje
(np. AF9 i ENL) albo sa czynnikami transkrypcji (np.
AFXiFKHRLT1), ktore rekrutuja koaktywator CBP, lub
jak np. AF10 maja zdolnos¢ przebudowy chromatyny
poprzez oddziatywanie z aktywujaca transkrypcje me-
tylotransferaza histonowa DOTIL (DOT1 (disruptor
of telomeric silencing 1)-like), ktéra metyluje lizyng
79 histonu H3 (H3K79). Fuzyjne biatka MLL prze-
jawiaja nieprawidtowe dziatanie i aktywuja program
ekspresji genéw prowadzacy do leukemogenezy, re-
aktywuja zdolno$¢ samoodnawiania w réznicujacych
si¢ komorkach szpiku oraz sprzyjaja ich transformacji
w biataczkowe komorki macierzyste [7].

Badania nad biatkami Polycomb i Trithorax uta-
twiaja poznanie mechanizmdéw molekularnych operu-
jacych we wczesnych okresach rozwoju nowotworu
i w perspektywie pozwola na opracowanie progno-
stycznych biomarkeréw nowotworowych [46] oraz
nowych strategii leczenia farmakologicznego lekami
wplywajacymi na procesy epigenetyczne, takimi jak
np. decitabina [47] i worinostat [48, 49].
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