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Teoreticky prehlad epigenetickych zmien
a ich mozné vyuzitie pri liecbe duktalneho
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Duktalny adenokarcindm pankreasu patri medzi najagresivnejSie nadorové ochorenia so zlou prognézou a vysokou mierou imrtnosti. Pri-
spievaji k tomu najma nespecifické priznaky, neskora diagnostika, ale aj vysoka miera rezistencie nadorovych buniek na podavanii liecbu.
Epigenetika je relativne nova oblast vyskumu, ktora sa vyznamnou mierou podiela na pochopeni molekularnych mechanizmov sivisiacich
s tumorigenézou a metastazovanim. Reverzibilita epigenetickych zmien poniika moznosti ich preprogramovania ako novi liecebnu stratégiu.
Inhibicia DNA metyltransferaz a histon deacetylaz, ktoré su vysoko exprimované v malignych bunkach, vykazuje v predklinickych studiach
sfubné protinadorové ucinky. Patria k nim indukcia apoptdzy, zastavenie bunkového cyklu, zniZenie migracie nadorovych buniek a zvyse-
nie ich citlivosti na liecbu. V sicasnosti prebieha niekol'ko klinickych stidii fazy I a Il zameranych na zistenie Gcinnosti a znasanlivosti
epigenetickych inhibitorov v monoterapii alebo kombinovanej terapii solidnych nadorov. Aj ked' inhibitory prvej a druhej generacie zatial
pre karcinom pankreasu nepriniesli ocakavané vysledky, vyuZitie inhibitorov tretej generacie spolu s identifikaciou novych prediktivnych

biomarkerov by mohlo prispiet k zlep§eniu preZivania pacientov s tymto zakernym ochorenim.
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Targeting epigenetic modifications in pancreatic ductal adenocarcinoma

Pancreatic ductal adenocarcinoma ranks among the most aggressive cancers with a dismal prognosis and high mortality rate. Nonspecific
symptoms, intricate diagnostics, and strong resistance to antitumor therapy hinder the path to successful treatment. Epigenetics, a relatively
new research area, is capable to identify key tumorigenic pathways and metastasis-related molecular mechanisms. The reversibility of epige-
netic changes harbors a great potential for epigenetic reprogramming as a new therapeutic strategy. Inhibition of DNA methyltransferases and
histone deacetylases, which are highly expressed in malignant cells, shows various antitumor effects in preclinical settings, such as induction
of apoptosis, cell cycle arrest, reduction of cell migration and sensitization of resistant tumor cells towards treatment. Several phase | and Il
clinical trials address the efficacy and tolerability of epigenetic drugs in monotherapy or combination regimens for the treatment of solid tumors.
Although first- and second-generation inhibitors resulted rarely in promising response rates for pancreatic cancer, third-generation inhibitors
together with the identification of new predictive biomarkers could contribute to improving the survival of patients with this insidious disease.
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Uvod

Duktalny adenokarcindém pankre-
asu (PDAC) patri medzi nadorové ochore-
nia s velmi rychlou progresiou a vysokou
mierou tmrtnosti. Je zvycajne diagnos-
tikovany az v neskorom $tadiu, kedy st
priznaky SpecifickejSie, ale chirurgické
odstranenie nadoru, ktoré je jedinou po-
tencidlne kurativnou lie¢bou, vo vicSine
pripadov uZ nie je moZné. Epigenetika
je novy, progresivne sa rozvijajaci odbor
genetiky, ktory sa zaobera predovset-
kym §tadiom mechanizmov regulujiicich
génovl expresiu bez zmeny primarnej
genetickej informacie - genetického kodu.
Podobne ako mutdcie, epigenetické zme-

ny opisané pri nadorovych ochoreniach
vedu Casto k patologickej expresii génov
alebo k nestabilite genému. Tym umoz-
fujt nadorovym bunkam ziskat invazivny
fenotyp a zalozit metastazy. KedZe epi-
genetické zmeny sa na rozdiel od klinicky
manifestnych metastaz objavuja ovela
skor, mézu byt vyuzité ako nadorovo-
-Specifické biomarkery alebo nové tera-
peutické ciele pre personalizovan lie¢bu.

Duktalny adenokarciném

pankreasu

PDAC je exokrinny nador vznikaji-
ci z epitelového tkaniva vyvodnych ciest
pankreasu. Vznik ochorenia je charak-

terizovany premenou normalnych epite-
lovych buniek pankreatického duktu na
pre-invazivne prekurzorové lézie zname
ako pankreatické intra-epitelialne neo-
plazie (PanIN), ktoré mo6zu v kone¢nom
§tadiu viest k vzniku invazivnej formy
PDAC. Pokro¢ilé PanIN lézie sa vyzna-
¢ujt zvySenou genetickou nestabilitou,
proliferaciou, schopnostou invadovat
do okolitého tkaniva a metastazovat (1).
Vzhladom na neSpecifické klinické pri-
znaky s preruSovanym priebehom a aj
neexistenciu bezpe¢ného a efektivneho
skriningu je toto ochorenie takmer u 80 %
pacientov v Case stanovenia diagnozy
v III. alebo IV. klinickom §tadiu. Tomu
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zodpoveda celkové prezivanie s media-
nom menej ako 5 mesiacov od stano-
venia diagnoézy, kedy v mnohych pri-
padoch je mozné pacientom poskytnut
len podporna liecbu s cielom zmier-
nenia priznakov ochorenia bez moz-
nosti kurabilného zasahu (2). PDAC je
celosvetovo podla svetového fondu na
vyskum rakoviny 12. najcastejSou ma-
lignitou u muzov a 11. naj¢astej$im malig-
nym ochorenim u Zien, pri¢om Slovensku
patri 6. priecka v pocte pripadov na 100
000 obyvatelov (3).

Metastdzovanie a epitelialno-

-mezenchymalny prechod

Na agresivnu povahu, zla pro-
gnbézu a vysoka rezistenciu nadorov
PDAC vplyva predovSetkym ich vysoky
metastaticky potencial a skory nastup
metastatickej choroby. Metastazovanie
je nenahodny, biologicky heterogénny
patofyziologicky proces, ktory zahina
diseminaciu nadorovych buniek z pri-
marneho nadoru do anatomicky vzdia-
lenych organov a ich postupna adapta-
ciu na mikroprostredie tohto cudzieho
tkaniva (4). Za deregulaciu vnatornych
a vonkajsich signaliza¢nych drah, ktoré
st zodpovedné za jednotlivé kroky me-
tastatickej kaskady a umoznuju vznik
inicia¢nej mikrometastazy zodpovedajt
rovnako genetické, ako aj epigenetické
zmeny (5). Nadorové bunky sa §iria hlavne
cez lymfatické a krvné cievy, a to Casto
dokonca skor, ako je nador mozné klinicky
detegovat, ¢o dokazuje vysoky metasta-
ticky potencial PDAC (5). Metastatické
kolénie pochadzajice z primarnej 1ézie
nest1 okrem veducich (,driver*) mutacii
aj dalsie pasivne (,passenger*) genetické
mutacie (6). Celogendémové sekvenovanie
primarneho a metastatického nadorového
tkaniva neukazalo ziadne Specifické gene-
tické profily zodpovedné za metastizova-
nie buniek (7). To naznacuje moZna tlohu
epigenetickych zmien v tomto procese,
ktory je vyznamne asociovany s epitelial-
no-mezenchymalnym prechodom (EMT).
Ide o reverzibilny proces dediferenciacie
epitelovych buniek nadoru, pre ktory je
charakteristicka strata medzibunkovych
spojeni a epitelialnych povrchovych mar-
kerov (8). Nadorové bunky, ktoré presli
EMT, ziskavaji vlastnosti nadorovych
kmeriovych buniek, ¢im sa stavaji odol-

nejSimi proti negativnym vplyvom pro-
stredia, imunitnym reakcidm organizmu
a ziskavaju vyssi metastaticky potencial
spojeny s rezistenciou na liecbu. Vykazuju
zvySenu motilitu a invazivnost, ¢o je aso-
ciované so zvySenou expresiou mezen-
chymalnych bunkovych markerov (9).

Epigeneticka regulacia

expresie génov

Epigenetika je veda zaoberajiica
sa mitoticky alebo meioticky dedi¢nymi
fenotypovymi zmenami vo funkcii gé-
nov, ktoré nie s spésobené zmenami na
urovni sekvencie DNA (10). V sti¢asnosti
sa epigenetika venuje hlavne zmenam,
ktoré ovplyviuji expresiu génov tym, Ze
aktivuju transkripéne neaktivne oblasti,
alebo, naopak, zoslabia expresiu aktiv-
ne prepisovanych génov. Epigeneticky
status jednotlivych buniek toho istého
tkaniva sa moze vyrazne liSit. Tento
jav je ¢asto pozorovany v nadorovych
tkanivach, kde sa bunky nezavisle pri-
spdsobuji podmienkam nadorového
mikroprostredia (11). Medzi bunkovo-
-Specifické epigenetické znaky ovplyv-
nujace génovl expresiu patri modifi-
kacia DNA prostrednictvom metylacie
CpG dinukleotidov a modifikacie histo-
nov, ktoré podmieniuji zbalovanie DNA.
Posttranskripéna regulacia expresie je
zabezpecena malymi nekodujucimi RNA,
spomedzi ktorych st najlepsie preStudo-
vané mikroRNA (miRNA) (12).

Metylacia DNA

Metylacia DNA predstavuje che-
mickl modifikaciu DNA, vysledkom
ktorej je zmena - zniZenie alebo zvyse-
nie expresie génov (13). Tato moze viest
k zvySenej aktivite beZne neaktivnych
génov (onkogénov) alebo, naopak, k inhi-
bicii expresie potrebnych génov (tumor-
-supresorov a inych) (14). Pri PDAC boli
zmeny metylacie DNA pozorované uz
v skorych 1éziach, t. j. PanIN-1A. PriblizZne
pri 80 % karcindbmov pankreasu bola
popisana nadmerna expresia enzymu
DNMTY, ktory zohrava kla¢ovt tlohu pri
metylacnych reakciach (15). Pri tychto
nadoroch bola pozorovand nadmerna
metylacia promoétorov klac¢ovych tu-
mor-supresorovych génov, ako su pl6,
PENK a RASSF1 (16). ZvySenie expresie
DNMT1 bolo popisané aj pri nddorovych

kmenovych bunkach PDAC (17). ZniZenie
globalnej metylacie DNA bolo asociované
so zvySenim expresie génov SERPINB5,
CLDN4, SFN, LCN2, TFF2 a S100P, ktoré
viedlo k poc¢etnym zmenam v progresii
bunkového cyklu, proliferacii, diferen-
ciacii alebo adhézii (18).

Modifikacie histonov

Histony st kladne nabité proteiny,
ktoré sa podielaji na $piralizacii a zba-
lTovani DNA tym, Ze viazu zaporne nabit
DNA. V bunkach cicavcov sa na histony
pripajaji rozne sekvencie prostrednic-
tvom posttranslaénych modifikacii, ktoré
ovplyviiuji naboj a tvar vysledného pro-
teinu (12). Jednou z tychto modifikacii je
metylacia histénu, ktora sposobi kom-
paktnejsie zbalenie DNA a jej protikladom
je acetylacia, ktora uvolfiuje usporiadanie
nukleozémov. Vysledkom je dynamic-
ky a reverzibilny chromatinovy systém,
ktory je schopny regulovat transkripciu
génov v odpovedi na environmentalne
vplyvy (19).

Histon acetyltransferazy (HAT)
st skupinou enzymov, ktoré sa klasi-
fikované ako transkripéné aktivatory,
naopak, histonové deacetylazy (HDAC)
st povazované za transkripéné represory
(20). Faktory, ktoré reaktivuji aberant-
né zmeny chromatinu charakteristické
pre tumorigenézu, ako napriklad HDAC
inhibitory (HDACI), s v rasttcej miere
vyuzivané na liecbu hematologickych
malignit, ale aj metabolickych alebo imu-
nitnych porach (21, 22). Tazemetostat je
prvym z tejto skupiny lie¢iv schvalenym
na lie¢bu solidneho nadoru, konkrétne
pokrocilého epiteloidného sarkoému (23).

MikroRNA

MikroRNA (miRNA) st malé, 20
az 30 nukleotidov dlhé, nekédujice
RNA, ktoré sa zGcastnuja na posttran-
skripénom utlmovani expresie génov (12).
miRNA dokaze inhibovat prepis mRNA
tym, Ze sa priamo naviaZe na cielovi sek-
venciu daného génu a vytvori dvojvlak-
novy komplex s RNA, ktory je nasledne
degradovany (24). Jedna molekula miRNA
ma zvycajne mnozstvo cielovych mRNA,
ktorych sekvencie rozpoznava a kazda
mRNA moéze byt regulovana viacerymi
miRNA (12). Produkcia miRNA mdze byt
tiez kontrolovana prostrednictvom me-
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Obrazok. Epigenetické zmeny asociované s tumorigenézou a progresiou PDAC a moznosti ich tera-
peutického ovplyvnenia (modifikované podla (42)). Vytvorené v BioRender.com.
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tylacie alebo modifikacie histonov danej
sekvencie DNA, ¢o dokazuje vzajomni
interakciu jednotlivych epigenetickych
mechanizmov.

Pri PDAC bolo popisané velké
mnozstvo aberantne exprimovanych
miRNA. Patria k nim miR-20a, miR-
21, miR-27a, miR-29¢c, miR-34, miR-96,
miR-141, miR-146a, miR-155, miR-196a,
miR-221 a miR-222, miR-200a, miR200Db,
miR-200c¢, miR-205, miR-217 alebo miR-
429 (25 - 30). Specifické profily expresie
miRNA mo6zu korelovat s roznymi $ta-
diami ochorenia a pre ich stabilitu sa
miRNA stavaju sflubnymi diagnostickymi,
resp. prognostickymi markermi. Pri sko-
rych §tadidch PDAC preukazali niektoré
z nich lepsiu diagnostick presnost ako
CA19-9 (31).

Moznosti terapeutického

ovplyvnenia epigenetickych

zmien

Aj ked sa pri liecbe mnohych
solidnych nadorov dosiahlo vyznamné
zlepSenie, PDAC stale patri medzi tazko
liec¢itelné ochorenia. Medzi hlavné pri-
¢iny patri okrem nedostatku spolahli-
vych skorych biomarkerov, neSpecifickej
symptomatiky a neexistujiiceho skrinin-
gu aj husta, rozptylena dezmoplasticka
stréma, heterogenita nadorov so Sirokym
mutaénym spektrom, ktorého nasledkom
je nadmerna aktivacia viacerych signal-
nych drah. Jedinou potencialne kurabil-
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nou intervenciou je chirurgicka lie¢ba
s naslednou adjuvantnou terapiou, pri
ktorej dosahuje miera 5-ro¢ného pre-
Zivania 25 % v porovnani s preZivanim
6 - 10 mesiacov pri konvencnej liecbe
pokroéilého ochorenia (32). Standardna
lie¢ba v zmysle samostatnej chemote-
rapeutickej alebo kombinovanej che-
moterapeutickej a radioterapeutickej
intervencie uplatiiovanej predov§etkym
u pacientov s lokalne pokrocilym ocho-
renim alebo metastatickym postihnutim
ponukaji dnes len marginalne rieSenia.
Vacsina takychto pacientov reaguje mi-
nimalne, alebo dokonca nereaguje na
aktualne aplikované rezimy.

Gemcitabin pouzivany v monote-
rapii nepontka pacientom vyrazné zlep-
Senie preZivania. V poslednych rokoch
vyvinuty kombinovany chemoterape-
uticky rezim FOLFIRINOX (kombinacia
kyseliny folinovej, 5-fluorouracilu, iri-
notekanu, oxaliplatiny) a nab-paklita-
xel (paklitaxel naviazany na albuminové
nanocastice) mierne zlepsili prezivanie
pacientov s PDAC a kvalitu ich Zivota,
avSak ich G¢innost zostava stale relativ-
ne nizka a pouzivanie tychto reZimov je
spojené s vyraznymi neziaducimi ¢in-
kami (33, 34).

Zlyhanie prvej linie chemotera-
pie vedie navySe k vzniku rezistencie na
lie¢bu (35). Hoci pri niektorych druhoch
nadorov vratane melanému, urotelové-
ho karcinému, karcinomov hlavy a krku

alebo pltc dosiahla presved¢ivy tispech
imunoterapia, v pripade PDAC doteraz
vSetky snahy o jej tspesné vyuzitie zly-
hali (36). Preto pretrvava naliehava po-
treba vyvinat nové stratégie na zvySenie
prezivania pacientov s PDAC.

Pri ich navrhovani predstavuje
vyznamné vyzvy heterogenita nadorov.
Lomberk et al. (13) poskytli prvé poznatky
o Specifickych zmenach epigenému spo-
jenych s heterogenitou nadorov pacien-
tov s PDAC. Podla vysledkov tejto Stadie
sa zda, Ze biologia PDAC je regulovana
Specifickymi kombindciami histénovych
znaciek a metylacie DNA v génoch, ktoré
sa podielaji na hlavnych karcinogénnych
signalnych drahach vratane regulacie
proliferacie, kontroly apopt6zy, bunko-
vého cyklu alebo opravy DNA (napr. RB
a TP53, ErbB, IGF, RAS, TGF). Pribudajtce
poznatky z epigenetiky a reverzibilita
epigenetickych zmien davaji nadej na re-
aktivaciu aberantne zniZenej expresie tu-
mor-supresorovych génov pouZzitim epi-
genetickych inhibitorov (19). Inhibitory
DNMT (DNMTi) a HDACI boli pévodne
schvalené Uradom pre kontrolu potra-
vin a lie¢iv (FDA) a Eurépskou liekovou
agenturou (EMA) na lie¢bu vybranych
hematologickych malignit. Vzhladom na
slubné vysledky boli do nich vkladané
zna¢né nadeje aj pre lie¢bu solidnych
nadorov. Napriek pozitivhym vysledkom
predklinickych Studii vSak epigeneticke
lie¢iva prvej generacie, predovSetkym
DNMTi azacytidin a decitabin a HDACi
vorinostat a romidepsin, dosiahli ne-
uspokojivo nizku Géinnost v klinickych
stadiach (37). Jednym z moznych vysve-
tleni ich zlyhania je skuto¢nost, ze viac
diferencované solidne nadory s termi-
nalne diferencovanymi bunkami maji
znizenu schopnost epigenetického re-
programovania.

Vacsina tychto lieciv je cielena na
metylaciu DNA a modifikacie histénov
prostrednictvom inhibicie jednotlivych
epigenetickych regulatorov. Okrem
DNMT a HDAC st to HAT, HMT a dalSie
proteiny (19). Boli testované v klinickych
stadiach v ramci Sirokého spektra solid-
nych nadorov vratane PDAC (obrazok).
Aj ked druha generacia epigenetickych
lie¢iv vratane DNMTi zebularinu a gua-
decitabinu a HDACi belinostatu, panobi-
nostatu, tucidinostatu (chidamid) a ky-
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seliny valproovej preukazala zlepsené
chemické vlastnosti, ich nizka i¢innost
a znacéné vedlajSie uc¢inky zabranili ich
SirSiemu vyuZitiu na lie¢bu solidnych
nadorov.

V sticasnosti vSak do klinickych
studii vstupuje nova, tretia generacia
selektivnych epigenetickych lieciv. Tto
skupinu tvoria inhibitory brémodomény
a extraterminalnej domény (BETi), in-
hibitory histén metyltransferaz (HMTi)
vratane inhibitorov EZH2 a DOTIL, inhi-
bitory histéon demetylaz (HDMi) ako napr.
KDMI1Ai a PRMTi (37). Jednym zo stcas-
nych trendov v liecbe solidnych nadorov
je testovanie ich potencialu modulovat
citlivost nadorov na iné protinadorové
latky, ako st genotoxicka a/alebo cyto-
toxicka chemo- a radioterapia, cielena
terapia, hormonalna terapia a imuno-
terapia (38).

Primarna a ziskana rezistencia na
lie¢bu, fenomén, ktory je charakteris-
tickym znakom PDAC, moézZe vzniknt
v dosledku dynamickych a reverzibil-
nych epigenetickych zmien, zndmych
ako epigeneticka plasticita, ktoré pre-
pozic¢iavaju nadorovym bunkam seleként
vyhodu (36). V predklinickych bunkovych
modeloch HATi ICG-001 a C646 zniZi-
li tumorigénnost buniek PDAC (39, 40).
Izomér PRI-724 (ICG-001) sa testuje v kli-
nickom ska$ani pre pokrocily a metasta-
ticky PDAC (NCT01764477). Pri hodnoteni
prinosu inhibicie HAT v lie¢be pacientov
s PDAC sa vSak dosiahol len maly po-
krok. V klinickych stadiach fazy 1/11I bol
testovany Gc¢inok viacerych epigenetic-
kych lie¢iv u pacientov s PDAC, konkrét-
ne EZH2i EPZ-6438, GSK2816126, HATi
curcumin, BETi TEN-010, bay 1238097,
OTXO015 a BI-2536, HDACi vorinostat, pa-
nobinostat, entinostat, OBP-801, kyselina
valproova, CI-997, romidepsin a moce-
tinostat (obrazok). Hoci monoterapie
neboli tspesné, kombinovana terapia
zamerana na rozne regulatory chroma-
tinu (napr. BETi a HDACI) predstavuje
v st¢asnosti najslubnejsiu koncepciu pre
lie¢bu PDAC (41).

V stcéasnosti existuje aj niekolko
terapeutickych pristupov zacielenych
na miRNA. Antagonisty miRNAs tzv.
anti-miRs st vytvarané s cielom tlmit
endogénne miRNA, pri ktorych dos-
lo v nddorovom tkanive k patologickej

aktivacii. Najviac pouzivana stratégia je
zalozena na aplikacii jednovldknovych
oligonukleotidov s komplementarnou
sekvenciou k cielovej miRNA. Vzhladom
na to, zZe pri nadorovych ochoreniach
Casto pozorujeme globalne zniZenie hla-
din miRNA, pre terapiu je vyznamna dru-
ha, tzv. substitu¢na stratégia tzv. miRNA
mimics. LieCebné pristupy zacielené na
miRNA boli Studované pri PDAC zatial len
experimentalne. Kym miR-216b mimics
umoznili potlacenie expresie protoonko-
génu KRAS v bunkach PDAC in vitro (43),
miR-181b mimics boli vyuZité na senziti-
zaciu nadorovych buniek PDAC na lie¢bu
gemcitabinom in vivo (44).

Vyuzitie novej generacie epi-lie-
¢iv, ich spravna kombinacia, davkovanie
a postupnost by mohli zlepsit ich doteraz
nizku G¢innost a znasanlivost dosiah-
nut v kombinacii s inymi typmi proti-
nadorovej terapie v klinickych §tadiach.
Pre Gspech epigenetickej terapie v liecbe
PDAC je dolezita ajidentifikacia vysoko-
senzitivnych a Specifickych biomarkerov
potrebna na stratifikaciu pacientov a na-
slednt implementaciu personalizovanych
terapeutickych stratégii.

Zaver

V stiCasnosti sa vyskum v oblasti
nadorovych ochoreni pankreasu presu-
nul zo skiimania genetickych pric¢in kar-
cinogenézy k §ttdiu vonkajsich faktorov
aregula¢nych zmien, ktoré neovplyviu-
ja samotny gendém. Epigenetika pona-
ka nové pristupy skimania nadorovych
ochoreni, ktoré zahfiajt aj interakciu
a posobenie vonkajsich faktorov na vznik
a progresiu nadorov. Hlbsie pochopenie
ulohy epigenetickej deregulacie v pro-
cese tumorigenézy a progresie PDAC by
mohlo priniest objavenie novych, do-
stato¢ne senzitivnych nadorovo-$pe-
cifickych epigenetickych biomarkerov.
Tieto by umoznili detekciu karcino-
genézy v skorom, premalignom §tadiu
a uplatnili by sa aj pri predikcii invaziv-
nosti a progresie ochorenia. Epigenetické
zmeny maju potencial sluzit aj ako nové
terapeutické ciele pre epigenetické inhi-
bitory zamerané na reaktivaciu aberant-
nej expresie onkogénov a tumor-supre-
sorovych génov. Vzhladom na vysoku
chemorezistenciu nadorov PDAC na do-
stupné terapeutické rezZimy synergia epi-

genetickej lie¢by s inou protinadorovou
terapiou predstavuje jeden z mozZnych
personalizovanych pristupov na zvySenie
prezivania a lie¢bu pacientov s PDAC.
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