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Na podstawie pismiennictwa omowiono podstawy epigenetycznych zmian
metylacji DNA, jako alternatywnego mechanizmu transformacji nowotworowej
komorki. Przedstawiono role metylacji DNA w regulacji ekspresji genow w aspek-
cie rakotworczego dzialania zwiqzkéw chemicznych nie wywolujqcych bezpo-
Srednich uszkodzen DNA.

WSTEP

Jeszcze do niedawna, przewazal poglad, ze do inicjacji chemicznej kancerogenezy dojs¢
moze wylacznie wskutek bezposredniego uszkodzenia materiatu genetycznego komorek.
Aktualnie, istnicjq przekonywujace dowody, ze inicjacja procesu nowotworowego polega
na przeksztalceniu komoérki prawidlowej w nowotworowa, w wyniku nagromadzenia w nigj
nie tylko zmian genetycznych, ale rowniez zmian epigenetycznych*, zwigzanych glownie
z uaktywnieniem protoonkogenow i unieczynnieniem genow supresorowych. Uwzglednia-
jac rolg jaka spelniaja w prawidlowej komdrce te dwie, podstawowe klasy genow, ich nie-
prawidlowa ekspresja bedaca konsekwencja uszkodzen struktury DNA lub zmian epigene-
tycznych powoduje, ze komoérka przestaje podlega¢ mechanizmom regulujacym i kontrolu-
jacym jej wzrost i réznicowanie. Taka patologia komorki zwigcksza prawdopodobienstwo
transformacji nowotworowe;.

Niezwykle rozwini¢te w ostatnich latach badania metylacji DNA wnosza nowe, istotne
elementy w zrozumienie transformacji komdrki nowotworowej. Jednoczesnie wskazuja na
kierunek badan chemicznych kancerogenéw, ktérych dzialanie rakotwércze ma podstawy
epigenctyczne. Zwiazki te nazywane niegenotoksycznymi kancerogenami (NGCs), obej-
muja liczne zanieczyszczenia przemyslowe, rozpuszczalniki, leki oraz $rodki ochrony ro-
$lin [22,23,24]. Przypisywana znaczaca rola niegenotoksycznym czynnikom w rozwoju

* Zmiana epigenetyczna definiowana jest jako kazda zmiana w fenotypie komorki, ktora nie jest
wynikiem zmiany w sekwencji DNA.
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procesu nowotworowego wskazuje, ze mechanizmy ich dziatania nalezy rozwazac¢ w per-
spektywie okreslajacej ryzyko dla zdrowia ludzi narazonych na ten rodzaj zanieczyszczen
srodowiskowych.

Wspolng cecha NGCs jest zdolnos¢ stymulowania proliferacji komorkowej w docelo-
wych narzadach i tkankach oraz hamowania apoptozy [11, 41, 45, 49]. Wywolywanic ta-
kich efektow biologicznych, zwigzanych z zaburzeniem réwnowagi pomi¢dzy replikacja
i $miercia komdrek uwazane jest za podstawowy czynnik determinujacy zachwianie home-
ostazy komorkowe;j, ktdrej konsekwencja moze by¢ transformacja nowotworowa [45, 49, 59].

Do takich zatozen upowaznia rola, jaka przypisywana jest prawidlowej kontroli regula-
cji zaréwno cyklu komoérkowego jak i apoptozy, ktdra sprawowana jest przez wiele bialek
kodowanych przez protoonkogeny i geny supresorowe. Przyczynami nieprawidlowego funk-
cjonowania bialek regulatorowych moga by¢ nie tylko mutacje punktowe, translokacje
i amplifikacje genow, ale rowniez zmiany epigenetyczne, ktore uniemozliwiaja prawidlowa
ekspresj¢ genow przy niezmienionej sekwencji nukleotydowej. PiSmiennictwo ostatnich lat
wskazuje, ze w nieprawidlowej aktywnosci transkrypcyjnej gendw, decydujaca rolg odgry-
waja powiazane ze soba mechanizmy modyfikujace struktur¢ chromatyny i polozenie nu-
kleosomow wzgledem DNA [1, 57, 61].

STRUKTURA CHROMATYNY A REGULACJA EKSPRESIT GENOW

W prawidlowej komorce, tylko nicktdre geny charakteryzuja si¢ stala aktywnoscia trans-
krypcyjna. Sa to geny warunkujace podstawowe funkcje komorki, okreslane jako house
keeping genes. Natomiast ekspresja wickszosci gendow podlega regulacji i uwarunkowana
jest nukleosomowa organizacja chromatyny. Kazdy nukleosom to oktamer histonowy
(8 czasteczek bialek histonowych) na ktoéry nawinigta jest czasteczka DNA o dhugosci
147 pz. Kolejne nukleosomy polaczone sa DNA lacznikowym [1].

W transkrypcyjnie nieaktywnej chromatynie, biatka histonowe zawierajace zasadowe
aminokwasy (gléwnie lizyne) sa silnie zwiazane z ujemnymi fadunkami fosforanéw DNA.
Tak skondensowana chromatyna utrudnia dost¢p czynnikom transkrypcyjnym oraz poli-
meraz RNA do DNA i w konsekwencji aktywnos$¢ transkrypcyjna zostaje ograniczona.
Zmiana stopnia upakowania chromatyny przejawiajaca si¢ bardziej rozwinigta jej struk-
tura, ulatwia dostgp DNA dla kompleksow transkrypcyjnych.

Modyfikacja struktury chromatyny w aspekcie regulacji jej aktywnosci transkrypcyjne;j,
zdeterminowana jest przede wszystkim acetylacja i deacetylacja histonéw [1, 46, 61], co
zostalo udowodnione w polowie lat 90-tych, wraz z odkryciem komplekséw enzymatycz-
nych: acetylaz i deacetylaz histonowych.

W acetylacji reszt lizynowych histonow biora udziat histonowe acetylotransferazy (HATS)
wymagajace do swojego dzialania acetylo CoA, zrodla reszt acetylowych. Acetylacja znosi
dodatni ladunek reszt lizynowych w histonach co doprowadza do ostabienia oddzialywan
DNA-histony i dekondensacji chromatyny. Odwrotny proces, deacetylacja histonow zwigk-
szajaca stopieni kondensacji chromatyny, katalizowana jest przez histonowe deacetylazy
(HDACs). Te naprzemienne procesy acetylacji i deacetylacji przebiegaja w komorce w spo-
sob ciagly i odwracalny, a enzymy biorace w nich udzial tj. acetylotransferazy i deacetyla-
zy razem z bialkami zaleznymi od ATP [1, 34], swoi$cie oddzialywujac z czynnikami trans-
krypcyjnymi pelnia rol¢ regulatoréw transkrypcji.
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Ryc. 1. Acetylacja i deacetylacja reszt lizyny.
Fig. 1. Acetylation and deacetylation of the lysine residues.

Aktualnie, w regulacji ekspresji genow na poziomie struktury chromatyny, istotna role
przypisuje si¢ rowniez metylacji DNA [1, 35, 51]. O jej roli w ekspresji gendw, przypusz-
czano od wielu lat, ale dopiero pod koniec lat 90-tych udowodniono wzajemne zaleznosci
pomigdzy metylacja DNA i deacetylacja histonow, wyjasniajac czgsciowo w jaki sposob
procesy te wspdlnie uczestnicza w regulacji transkrypcji.

Metylacja DNA jest poreplikacyjna modyfikacja DNA, zwigzana z wyciszeniem genow
[1, 4, 26]. Migjsca metylacji nie sa przypadkowe; metylowane sq tylko cytozyny wchodza-
ce w sklad niektorych sekwencji CpG (dinukleotyd cytydyna-fosforan-guanozyna). W ko-
morkach organizmow wyzszych, metylowana cytozyna wystepuje w 60-80% wszystkich
sekwencji CpG [1, 51, 61]. Cz¢$¢ niemetylowanych sekwencji CpG jest zgrupowana
w obszary, nazywane wyspami bogatymi w sckwencje CpG. Takie regiony bogate w nieme-
tylowane sekwencje nukleotydowe obejmujg swym zasiggiem promotor (cz¢$¢ regulatoro-
wa genu) oraz egzon 1. W genach nicaktywnych, wyspy CpG sa metylowane.

Kazda eukariotyczna komorka somatyczna charakteryzuje si¢ okreslonym wzorem me-
tylacji DNA, ktory przekazywany jest komorkom potomnym podczas podzialow mitotycz-
nych [61].

Po replikacji DNA, nastepuje przylaczanie grup metylowych do nowo zsyntetyzowa-
nych nici DNA, w miejscach komplementarnych do miejsc metylowanych w nici rodziciel-
skiej. W ten sposob oryginalny wzor metylacji zostaje zachowany, poniewaz dwie czastecz-
ki potomne DNA sa metylowane w identyczny sposob jak czasteczka rodzicielska (metyla-
cja zachowawcza).

W metylacji DNA, donorem grup metylowych przylaczanych do cytozyny, jest S-adeno-
zylometionina (SAM). Reakcja katalizowana jest przez enzym metylotransferazg DNA
(DNMT- E.C. 2.1.1.37). W jej wyniku powstaje 5-metylocytozyna (5-MeC) i uwalniana
jest S-adenozylohomocysteina (SAH) [51, 61]. Z dotychczas zidentyfikowanych 4 izoform
metylotransferazy, DNMT 1 bierze udzial we wspomnianej juz tzw. zachowawczej metyla-
cji DNA i stad ta forma enzymu okreslana jest jako ,,zachowawcza” metylotransferaza.
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Ryc. 3. Mechanizm metylacji DNA.
Fig. 3. Mechanism of DNA methylation.

DNMT1, przypisywana jest rola w kontroli cyklu komdrkowego poprzez interakcje en-
zymu z jadrowym antygenem komorki proliferujacej (PCNA, proliferating cell nuclear an-
tigen) i inhibitorem kinaz cyklino-zaleznych-CDKs (p21WAF1) [8]. Funkcja biologiczna
DNMT?2 nice jest dotychczas poznana, a izoformom 3A i 3B przypisuje si¢ udzial glownie
w metylacji de novo zachodzacej w embriogenezie i w procesie réznicowania komorek
[2, 35, 36].

Pytanie w jaki sposdb metylacja cytozyny w sekwencjach CpG wplywa na wyciszenie
aktywnosci transkrypcyjnej gendéw nie ma, jak dotad pelnej odpowiedzi, aczkolwiek wia-
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Ryc. 4. Model repres;ji transkrypcji.
Fig. 4. Model of transcriptional repression.

domo juz [1, 57], ze efekt ten zwigzany jest z obnizeniem acetylacji histonéw, w ktérym
posrednicza biatka MBDs (ang. methyl-CpG binding proteins- biatka wigzace metylowane
CpG). Schemat mechanizmu wyciszenia aktywnosci transkrypcyjnej przedstawia ryc. 4.

W zaproponowanym modelu wyciszenia aktywnosci transkrypcyjnej chromatyny w wy-
niku metylacji DNA [61] zaklada si¢ preferencyjne rozpoznawanie przez bialka MBDs,
metylowanych cytozyn w sekwencjach CpG. Bialka te przylaczajac si¢ do 5-MeC, jedno-
czesnie wiaza kompleks biatkowy sktadajacy si¢ z deacetylaz histonowych (HDACs) i bia-
ek zaleznych od ATP, remodelujacych chromatyng. W efekcie nastepuje deacetylacja hi-
stonow, ktora doprowadza do powstania zwartej struktury chromatyny ograniczajacej trans-
krypcje. W przylaczeniu HDACs do metylowanych cytozyn moga rowniez bra¢ udzial me-
tylotransferazy DNA, pelniac rol¢ supresoréw transkrypcji [26].

ZMIANA WZORU METYLACJI W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Zmiany wzoru metylacji DNA sa powszechnie wykrywane w komoérkach réznego typu
NOWOtWOrow.

Metylacj¢ cytozyny, inaktywujaca gen p16, p15 stwierdzono migdzy innymi w komor-
kach raka zoladka, prostaty, pluca [15, 37]. Wykazano rowniez [43], ze w przypadku raka
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Tabela I. Przyklady zmian metylacji DNA w nowotworach
Examples changes of DNA methylation In cancer

Gen Funkcja Pismiennictwo
plo6 inhibitor CDKs 15,32
CDHI1 (E-kadheryny) regulacja adhezji komorka-komorka 53
p53 regulacja cyklu komérkowego, apoptozy 43
bel-2 regulacja apoptozy 19
c-myc regulacja cyklu komoérkowego 50
BRCA1™ naprawa uszkodzen DNA 15
APC™ regulacja B-katein 15.16
pl5 inhibitor CDKs 15,32

“1/ Breast cancer type 1
*2/ Adenomatous polyposis coli

watroby, sekwencja promotorowa genu p33 jest silnic zmetylowana, a ekspresja genu ogra-
niczona. W komorkach raka zoladka zwigkszony poziom metylacji wykazany zostal row-
niez dla regionu promotorowego genu kodujacego E-kadheryny, stanowiace blonowe re-
ceptory adhezyjne, odpowiedzialne za adhezje miedzykomdrkowa [53]. W komorkach
nowotworow wykazywany jest rowniez obnizony poziom metylacji sekwencji promotoro-
wych gendéw. W bialaczce limfoblastycznej stwierdzono hipometylacj¢ genu bcl-2 [19],
a w raku okr¢znicy genu c-myc [6, 50]. Jednoczesnie nadekspresja genu c-myc jest po-
wszechnie wykrywana w komorkach np. raka okr¢znicy [6].

Ogodlnie, zmiana wzoru metylacji moze by¢ konsekwencja przylaczenia grup metylo-
wych do cytozyn w niemetylowanych sekwencjach DNA (metylacja de novo) lub demetyla-
cji DNA, czyli obnizenia poziomu metylacji genomu [46, 58].

Demetylacja rozpatrywana jest jako proces zalezny i niezalezny od replikacji DNA
[3, 60]. Ten pierwszy rodzaj, zwany demetylacja pasywna moze mie¢ migjsce kiedy DNMT 1
nie metyluje nowo zsyntetyzowanego lancucha DNA. Drugi rodzaj, demetylacja aktywna
przebiegajaca niezaleznie od replikacji DNA zachodzi jak sadzi si¢, przy udziale demety-
laz, ktore hydrolizuja 5-MeC do cytozyny i metanolu [60].

W komorkach nowotworowych, zmiana wzoru metylacji DNA identyfikowana jest jako
hipermetylacja wysp CpG lub globalna hipometylacja DNA [58, 61]. Zwig¢kszony poziom
metylacji (hipermetylacja) zwiazany jest z unieczynnienia gendw supresorowych oraz ge-
néw naprawy DNA. Uwzgledniajac rolg¢ jaka spelniajq geny supresorowe w prawidlowej
komoérce, konsekwencije hipermetylacji ich sekwencji promotorowych zwiazanej z wyci-
szeniem genu sa oczywiste. Komdrka zostaje pozbawiona niezbgdnych ograniczen w proli-
feracji, a takze zmniejszona zostaje szansa na przeprowadzenie programu $mierci apopto-
tycznej, w ktérym to programie wazna rol¢ spelniaja geny supresorowe. Rowniez oslabie-
nie wydajnosci naprawy DNA, wynikajace z unieczynnienia gendw kodujacych bialka na-
prawcze moze w istotny sposdb zwigkszy¢ ryzyko rozwoju procesu nowotworowego.

Globalna hipometylacja moze by¢ przyczyna redukcji stabilnos$ci chromosoméw i akty-
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Ryc. 5. Przypuszczalna rola hipermetylacji wysp CpG 1 globalnej hipometylacji DNA w rozwoju
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Fig. 5. Possible role of hypermethylation CpG island and hypomethylation of global DNA methy-
lation in tumor development.

wacji protoonkogenéw. Ponadto, hipometylacja niepromotorowych regiondéw prowadzi¢
moze do obnizenia stabilno$ci genomu poprzez wzrost ekspresji transpozonow”, ktore
w prawidlowych warunkach sa wyciszone poprzez metylacje [46].

Globalna hipometylacja wydaje si¢ by¢ relatywnie péznym zdarzeniem w rozwoju pro-
cesu nowotworowego [58], w przeciwienstwie do zmian metylacji regionéw promotoro-
wych genow, ktore sq zmianami wezesnymi, znacznie poprzedzajacymi wystapienie jawnej
postaci choroby nowotworowej [31]. Fakt ten po uwzglgdnieniu, ze nowotwory wykazuja
specyficzny dla siebie wzor metylacji DNA [15, 35], daje szans¢ rozwoju nowej, wczesnej
diagnostyki zmian nowotworowych.

Nalezy podkresli¢, ze metylacja DNA prowadzi¢ moze réwniez do mutacji jako wynik
metylacji cytozyny do 5-metylocytozyny i jej spontanicznej deaminacji do tyminy. Hiper-
metylacja moze réwniez w sposdb posredni prowadzi¢ do zmian genetycznych; aktywna
DNMTI1 moze blokowa¢ procesy naprawcze DNA [51].

* Transpozony, ruchome fragmenty DNA nie kodujace zadnych bialek. Z ich przemieszczaniem
W obrebie genomu zwiazane mogg by¢ zmiany w DNA| typu delecje, inwersje czy duplikacje powo-
dujace utrate funkeji lub wzmozona ekspresj¢ genu.
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ZMIANA METYLACIJI DNA JAKO MECHANIZM DZIALANIA
NIEGENOTOKSYCZNYCH KANCEROGENOW (NGCS)

Pismiennictwo ostatnich lat wskazuje, ze zmiany metylacji DNA mozna rozpatrywaé
jako kluczowy mechanizm rakotworczego dzialania zwiazkow chemicznych, ktore nie wy-
woluja zmian strukturalnych w materiale genetycznym komoérki Ten nowy kierunek badan
toksykologicznych dotyczy wplywu niegenotoksycznych kancerogendw na poziom metyla-
cji regiondw promotorowych genow zwiazanych glownie z cyklem komorkowym, co jest
zrozumiale biorac pod uwage wspolna cechg NGCs tj. stymulacj¢ proliferacji komorkowe;j
i hamowania apoptozy.

Dostepne wyniki badan [9, 17, 18, 38, 39, 56] przeprowadzonych w warunkach in vivo
wskazuja, ze narazenie zwierzat laboratoryjnych (myszy, szczury) na zwiazki chemiczne
zaliczane do NGCs, powoduje hipometylacj¢ regionow promotorowych genéw tzw. reakcji
wczesnej, zwigzanych z proliferacja komorkowa. 7ao i wsp. [56] oraz Coffin i wsp. [9]
w badaniach chloroformu oraz zwiazkéw zaliczanych do proliferatoréw peroksysomow
(PPs), takich jak kwas dichlorooctowy (DCA) oraz kwas trichlorooctowy (TCA), wykazali
obnizony poziom metylacji regionéw promotorowych gendéw c-myc i c-jun. Hipometylacje
genu c-myc stwierdzono réwniez w watrobie myszy narazonych na inne PPs: Wy-14,643,
gemfibrozil i kwas 2,4-dichlorofenylooctowy [17, 18]. Wyniki badan wskazujace na zmia-
n¢ metylacji sekwencji promotorowych genu c-myc, pod wplywem zwiazkow zaliczanych
do NGCs, wydaja si¢ by¢ szczegdlnie interesujace. Gen c-myc koduje bowiem biatko trans-
krypcyjne aktywujace geny cyklin i kinaz cyklino-zaleznych (CDKs), inicjujacych iuczest-
niczacych w progresji cyklu komérkowego. Bialko c-Myc ma réwniez wplyw na ekspresje
genow bioracych udzial w apoptozie; indukuje np. transkrypcje genu p53 [10, 12, 14, 21].
Istnieja rowniez hipotezy o wspoldzialaniu biatka c-Myc z biatkiem Bcl-2, ktore nalezy do
bialek antyapoptotycznych [13].

Tabela II. Przyklady zmian metylacji sekwencji promotorowych genow pod wplywem NGCs
Examples changes of promoter region of genes methylation by NGCs

Zwiazek Rodzaj genu Pismiennictwo
Wy-14,643! c-myc Ge et al., 2001
Chloroform c-myc, c-fos Pereira etal., 2001

Tao et al., 2000

DCA® c-mye, c-jun Coffin et al., 2000
TCA? c-myce, c-jun Kramer et al., 2002
DBP* c-myc Ge et al., 2002
DBA’ c-myc, IGF-II Tao et al., 2004

!kwas (4-chloro-6-(2,3-ksylidino)-2-pirydynylotio) octowy
2 kwas dichlorooctowy

3 kwas trichlorooctowy

4 ftalan dibutylu

5 kwas dibromooctowy
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Podjete zostaly réwniez proby ingerencji w proces metylacji DNA. Wykazano [17], ze
metionina, prekursor S-adenozylometioniny, ktora jest donorem grupy metylowej w reakcji
metylacji DNA, zapobiegata indukowanej DCA i TCA hipometylacji protoonkogenu c-myc.
Co wigcej, stwierdzono rowniez, ze indukowane zmiany metylacji DNA mozna modulowac
przywracajac prawidlowy jej poziom. Metionina podawana myszom po ich narazeniu na
Wy-14,643 powodowala cofanie si¢ obnizonego poziomu S-metylocytozyny w genie c-myc
[18].

Wykazano ponadto [39], ze metionina moze nie tylko zapobiega¢ indukowanej DCA
hipometylacji genu c-myc, ale moze rdwniez obniza¢ progresj¢ AHF (altered hepatic foci)
do nowotwordéw watroby u myszy narazonych na DCA. Zdaniem Autordw cytowanej pracy
wyniki te $wiadczy¢ moga, iz hipometylacja DNA stanowi krytyczny czynnik w rakotwor-
czej aktywnosci DCA.

Poglad [60], ze hipometylacja zdeterminowana jest obnizona aktywnoscia metylotrans-
ferazy DNA, zredukowang dostgpnoscia donora grupy metylowych, wzrostem st¢zenia SAH
(inhibitor DNMT), a takze zmiana struktury chromatyny w regionach dinukleotydéw CpG,
nie znalazla potwierdzenia [18], przynajmniej w odniesieniu do pierwszych trzech zalezno-
$ci. Wykazanej pod wplywem Wy-14,643 hipometylacji protoonkogenu c-myc nie towa-
rzyszylo obnizenie aktywnosci DNMT; nie stwierdzono réwniez zmian w st¢zeniu SAM
oraz SAH. Zmiana profilu metylacji c-myc, jak sugeruja Autorzy badan, mogla by¢ konse-
kwencja blokady dost¢pnosci enzymu do reszt cytozyny w DNA, w wyniku zmiany struktu-
ry chromatyny w sekwencjach CpG. Powyzsze sugestie sa zgodne z aktualnym pogladem
[5], ze NGCs moga wywolywa¢ zmiany metylacji DNA (hiper- i hipometylacj¢) poprzez
bezposredni wplyw na aktywnos¢ enzyméw odpowiedzialnych za prawidlowy przebieg
zachowawczej metylacji DNA. Do tych enzymow, jak juz wczesniej zaznaczono, oprocz
DNMT naleza enzymy biorace udzial w acetylacji i deacetylacji histonéw (HATs, HDACs)
oraz bialka zalezne od ATP, przyczyniajace si¢ do rearanzacji struktury chromatyny. Bada-
nia, w ktérych zastosowano inhibitor metylotransferazy, 5-aza C (ang. 5-aza-cytidine) oraz
deacetylazy histonowej, SAHA (ang. suberoylanilide hydroxamic acid) wykazaly pod wply-
wem tych zwigzkéw zmiany w metylacji DNA 1 ekspresji genow [27].

Wigkszo$¢ NGCs wykazuje rowniez hamujacy wplyw na polaczenia miedzykomorko-
we, typu gap (ang. gap junctional intracellular communication, GJIC). Efekt taki wykazano
w badaniach in vifro i in vivo, miedzy innymi dla polichlorowanych i polibromowanych
bifenyli, fenwaleratu (pyretroid), nicktorych PPs (nafenopin, Wy-14,643, klofibrat), feno-
barbitalu oraz dla ftalanéw (np. DEHP, ftalan di-2-etylo heksylu) [25, 28, 33].

W warunkach fizjologicznych, GJIC umozliwiaja wymiang jonowa i metaboliczna po-
mig¢dzy sasiadujacymi komoérkami. Ten typ potaczen migdzykomoérkowych warunkuje ho-
meostazg tkankowa uczestniczac w regulacji proliferacji komorkowej. Sadzi si¢, ze GJIC
stanowia droge przekazywania sygnalow stymulujacych i hamujacych wzrost komérek [7,62].
Przypuszcza si¢ rowniez [7], ze polaczenia gap biora udzial w przekazywaniu sygnatow
odpowiedzialnych za apoptoze¢. Nieprawidlowe wiec funkcjonowanie transportu mi¢dzy-
komorkowego za posrednictwem polaczen gap, moze by¢ przyczyna zmian patologicznych
komoérek. Przypuszcza si¢ rowniez, ze defekty GJIC moga odgrywac istotng rolg w trans-
formacji nowotworowej [9, 47].

Dysfunkcja GJIC wydaje si¢ by¢ glownie konsekwencja nieprawidlowej ekspresji ge-
néw koneksynowych (Cx) i/lub zmiany wewnatrzkomérkowej lokalizacji koneksyn [62],
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aczkolwick inne mechanizmy sg réwniez uwzgledniane (np. zaburzenie fosforylacji konek-
syn). Pod wplywem wiclu NGCs wykazano obnizona i/lub brak ekspresji genow Cx. Ester
forbolu (TPA) hamowat ekspresj¢ Cx43 w komorkach nablonkowych watroby szczura [48].
Obnizona ekspresj¢ Cx32 w komorkach watroby szczura wykazano pod wplywem Wy-
14,643 i DDT [7, 44]. W watrobie szczura oraz w hodowli hepatocytdw gryzoni, réwnicz
fenobarbital blokowatl ekspresj¢ Cx32; ponadto, stwierdzono nieprawidlowq lokalizacjg
(w cytoplazmie) produktu bialkowego Cx32 [25]. Zmiany ekspresji gendw koneksynowych
stwierdzane sq réwniez w liniach komérkowych réznego typu nowotwordw. Obnizony po-
ziom ekspresji Cx43 stwierdzono zar6wno w liniach komérkowych nowotworu sutka jak i
w tkankach ludzkich [29]. W nowotworach sutka wykazano rowniez obnizona ekspresj¢
Cx26 [54], a w komoérkach raka nerek zahamowanie ekspresji genu Cx32 [20]. Ponadto,
wykazywana w komdrkach nowotworowych obnizona aktywnos¢ transkrypcyjna gendéw
koneksynowych czgsto korelowala z hipermetylacja ich regionéw promotorowych [20,
54]. Stad pojawiaja si¢ sugestie, ze zmiana metylacji DNA stanowi¢ moze wazny mecha-
nizm nieprawidlowej ekspresji genéw koneksynowych.

W badaniach regulacji ekspresji Cx32 i Cx43, przeprowadzonych w warunkach in vitro
na liniach komérkowych watroby oraz na izolowanych hepatocytach z watroby szczura
stwierdzono [40], ze aktywnos$¢ transkrypcyjna badanych genéw zdeterminowana jest po-
ziomem metylacji ich sekwencji promotorowych. Wykazano réwniez, ze 5-aza-2-deoksy-
cytydyna (5-AZA), inhibitor metylotransferazy DNA, wywolywala reekspresje Cx32, wzrost
polaczen migdzykomdrkowych i ponowne przywrocenie funkcjonowania GJIC.

Powyzsze wyniki badan sugeruja, ze hamujacy wplyw NGCs na komunikacj¢ migdzyko-
moérkowq typu gap moze by¢ konseckwencja hipermetylacji seckwencji promotorowych ge-
néw Cx.

PODSUMOWANIE

Badaniom metylacji DNA przypisywane sa ogromne perspektywy zardwno w rozwoju
wczesnej diagnostyki zmian nowotworowych jak i w dzialaniach terapeutycznych
[30,37,42,52]. Zmiana profilu metylacji DNA rozpatrywana jest jako wczesny molekularny
marker zmian towarzyszacych rozwojowi procesu nowotworowego [15, 30]. Wyniki ba-
dan metylacji DNA wskazuja rowniez na mozliwo$¢ interwencji farmakologicznej w ten
proces, poprzez regulacje stopnia metylacji regiondw promotorowych genow [42].

O roli metylacji DNA $wiadcza réwniez podjete przez niemiecka firme biotechnolo-
giczna Epigenomic z firma Roche z Bazylei, prace zmierzajace do opracowania testow
diagnostycznych raka, opartych na badaniu wzoru metylacji DNA.

Dotychczasowe wyniki badan metylacji DNA, wnosza réwniez istotne elementy w me-
chanizmy dzialania przynajmniej niektorych NGCs. I aczkolwiek dokladne zrozumienie
roli metylacji DNA w kancerogenezie wymaga jeszcze wielu badan, trudno nie zgodzic si¢
z aktualnym pogladem, ze zmiany wzoru i poziomu metylacji DNA stanowiq wazny ele-
ment procesu NOWOtworowego.
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DNAMETHYLATION — ALTERNATIVE MECHANISM
OF CHEMICAL CARCINOGENESIS

Summary

It is increasingly accepted that the initiation of chemical carcinogenesis should be considered as
a transformation process of a normal cell caused by genetic changes, i.e. mutational DNA damage
and/or epigenetic changes, which render normal gene expression impossible with the preservation of
the DNA sequence intact. Epigenetic DNA methylation changes have been among the most extensi-
vely investigated processes in the recent years. Many types of cancer cells have been found to exhibit
an increased or reduced level of CpG sequence methylation in promoter regions of genes, especially
the genes whose protein products take part in the control of cell cycle regulation. In view of the fact
that DNA methylation is thought to play a role in gene expression, its abnormal level in the genes
that encode proteins participating in the control of the cell cycle and apoptosis regulation may di-
sturb cell homeostasis resulting in pathologies that may, in turn, lead to neoplastic transformation.
Although changes in the mechanisms of transcriptional activity caused by methylation of cytosine in
CpG sequences have not been completely elucidated, it has been determined that this relationship is
associated with a decreased level of histone acetylation, which induced a more densely-packaged
chromatin structures in the methylated regions of chromosomal DNA.

A large proportion of chemical carcinogens consists of chemicals whose carcinogenic activity is
not related to direct damage of the genetic material. The changes in DNA methylation are being
considered as one mechanism of action for non-genotoxic carcinogens (NGCs). The significance of
non-genotoxic agents in the development of the carcinogenesis rocess indicate that their mechani-
sms of the action should be investigated in terms of health hazards they pose to humans exposed to
this type of environmental pollutants.
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