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SOUHRN

Uvedlny melaném (UM) je zavazné onkologické ochorenie, ktoré vedie ku vzniku metastatickej choroby u viac ako 50 % pacientov. Napriek zlep3eniu
lokalnej liecby, stale neexistuje efektivna terapia, ktora by zabranila rozvoju metastaz. Preto si toto ochorenie vyzaduje intenzivny vyskum, zamerany
na identifikaciu novych lie¢ebnych stratégii.

V predklinickych modeloch UM bolo dokazané, ze epigenetické lie¢iva zvy3uju senzitivitu rezistentnych nadorovych buniek na lie¢bu. Uspe$né pouzitie
inhibitorov histén deacetyldz, ktoré u nddorovych buniek indukovali zastavenie bunkového cyklu, reprogramovanie konzistentné s melanocytovou
diferenciaciou a inhibiciu rastu nadorov v predklinickych modeloch, dokazuje ulohu epigenetickej regulacie v metastazovani UM. Hlbsie pochopenie
ulohy epigenetickych zmien v patogenéze UM by mohlo prispiet k objaveniu Gc¢innejsich lieciv, ktoré v kombinacii s tradi¢nymi pristupmi mézu priniest
lepsie terapeutické vysledky pre pacientov s vysokym rizikom progresie ochorenia.
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SUMMARY
EPIGENETIC CHANGES IN MALIGNANT UVEAL MELANOMA AND POSSIBILITIES
OF THEIR THERAPEUTIC TARGETING

Uveal melanoma (UM) is a deadly cancer that leads to metastatic disease in more than 50 % of the patients. Despite the improvement in the treatment
of primary disease, there is still no effective therapy to prevent the development of metastases. Therefore, the disease requires intensive research to
identify new treatment strategies.

In preclinical UM models, epigenetic drugs have been shown to increase the sensitivity of resistant tumour cells to treatment. The successful use of
histone deacetylase inhibitors, which induced cell cycle arrest, reprogramming consistent with melanocyte differentiation and inhibition of tumour
growth in preclinical models, demonstrates the role of epigenetic regulation in UM metastasis. Identification of epigenetic changes associated with
UM development an progression could contribute to the discovery of more effective drugs that, in combination with traditional approaches, may yield
better therapeutic results for high-risk patients.
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uvoD
Maligny melanoém uvey (UM) je najéastejsie sa vysky-

tujici vnutrooény nador u dospelych. Jeho incidencia na
Slovensku je 5,1 na 1 milién obyvatel'ov, ¢o znamena 32 az
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54 novo-diagnostikovanych pacientov ro¢ne [1]. Tumory
najcastejsie vznikaju z melanocytov lokalizovanych v uve-
alnej vrstve oka, primarne v cievovke (choroidea; 85 %),
ale mozu pochadzat’ aj z vraskovca (corpus ciliare; 5-8 %)
alebo z duhovky (iris; 3-5 %) [2].
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Liecba primarneho UM sa v sucasnosti odklana od radi-
kalnych postupov. Dominuje lie¢ba ionizujucim ziarenim
a kombinované pristupy, mozna je liecba protonmi aj foton-
mi. V naSich podmienkach sa vyuziva brachyterapia episk-
leralnymi ziari¢mi, napr. Rul06, lie¢ba gama nozom alebo
stereotaktickd radiochirurgia na linearnom urychl'ovaci
[3-5]. Prerastaniec melanomu choroidey do ocnice vedie
k radikalnemu vykonu, nie iba enukleécii o¢nej gule, ale aj
k exenteracii o¢nice [6]. Pri sledovani prezivania pacientov
po enukledcii a po liecbe ionizujucim ziarenim sa nezistili
vyznamné rozdiely [7,8]. Napriek nizkemu vyskytu lokal-
nych rekurencii v sucasnosti nie je k dispozicii ziadna liec-
ba, ktora by zvysovala celkové prezivanie metastatickych
pacientov. Rovnako neexistuje vysvetlenie, tykajice sa pri-
marnej rezistencie UM voci akejkol'vek systémovej liecbe.
V stadiu klinického skusania st inhibitory tyrozinkinazy
alebo Met (receptorovy protein rastového faktora hepato-
cytov), inhibitory histondeacetylaz (HDAC) alebo imuno-
terapia (NCT02068586, NCT02223819, NCT02068586,
NCT01585194) [9].

UM metastazuje az u 90 % pripadov do pecene. Mecha-
nizmus, ktory je zdkladom pecenového tropizmu, zatial’ nie
je znamy. Metastaticka choroba, ktora vznika u takmer 50 %
pacientov, je asociovana so zlou prognézou. Nedavno pub-

likovana metaanalyza, uskuto¢nena v subore 912 pacientov
s metastatickym UM, uvadza median priemerného prezi-
vania bez progresie 3,3 mesiaca a celkového prezivania
10,2 mesiaca [10]. Riziko vzniku metastaz je asociované
s vel'kost'ou nadoru, extraokularnym prerastanim, vysokou
mitotickou aktivitou a epiteloidnym typom nadorovych
buniek (Tabulka 1). K najvyznamnej$im molekularnym
markerom metastatického rizika patria monozémia chro-
mozomu 3 a Specificky profil expresie mRNA v nadoro-
vom tkanive. Expresny profil panelu 15-tich génov, ko-
mercne dostupny pod nazvom DecisionDx-UM, umoziuje
rozdelenie pacientov na zaklade metastatického rizika do
3 skupin: Trieda 1A - vel'mi nizke riziko s 2% pravdepo-
dobnost'ou metastatického $irenia; Trieda 1B - nizke rizi-
ko s 21% pravdepodobnostou vzniku metastaz; Trieda 2
- vysoké riziko so 72% pravdepodobnostou metastazova-
nia pocas nasledujucich piatich rokov [11]. KI'icovu ulohu
v metastazovani zohravaju somatické mutacie génu BAP/
(BRCA1- Associated Protein 1), vedice k znizeniu alebo
uplnej strate expresie Bapl proteinu [12]. BAPI, lokalizo-
vany v oblasti 3p21, je tumor-supresorovy gén, ktory sa
podiel’a na epigenetickej regulacii expresie génov, vyznam-
nych pocas vyvoja a diferenciacie. Jeho inaktivacia vedie
ku vzniku buniek, ktoré maju vlastnosti nadorovych kme-
novych buniek. Takyto fenotyp je asociovany s agresivnym

Tabulka 1. Klinické, histologické a molekuldrne markery pre predikciu rizika metastazovania

Prognostické

markery Rizikovy faktor Gény Incidencia /Progné6za Referencia
Klinické Velky priemer nadoru, jeho [18]
hrubka, postihnutie vraskovca,
extraokularne rozsirenie
Patologické Cytomorfoldgia epitelu, ex- [19]
travaskuldarna matrix, vysoka
mitoticka aktivita
Cytogenetické Monozémia chromozému 3 CTNNB1, SOX2 ~50 % [20]
Abnormality chromozémov 1, LZTS1, BAP1 17-63% /v zavislosti od [21,22]
6a8 DDEF1, PTP4A3, TCEB1 abnormality
Molekularne Vysoko rizikovy expresny profil 40 % pacientov triedy [23,24]
triedy 2 2 metastazuje
Aberantna génova expresia PRAME 15 % pacientov triedy [25]
1 metastazuje
Genetické Vrodené/somatické mutacie BAP1 vrodené mutacie 1,6 % [12,22,26]
-3 %, somatické muta-
cie ~50%
Onkogénne mutdcie vgénoch GNAQ, GNAT1 >80 % primarnych UM [22,27]
asociovanych s G-proteinovy- (44% kazda)
mi podjednotkami
Iné ,driver” mutacie EIF1AX, SF3B1 EIFTAX (17 %) - dobra [27,28]
progndza; SF3B1
(24 %) - mladsi vek,
dobra prognéza
Iné genetické Variadcie poctu képii/ zmeny Specifické profily [22]
expresie mRNA
Epigenetické  Metylacia DNA, miRNA, IncRNA  Specifické profily [22]
Modifikované podla [17]
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spravanim nadorov a zlou prognézou [13]. S metastatickym
rizikom su spojené aj abnormality chromozomov 1, 6, 8
a 9, spolu so $pecifickymi mutaciami v d’al$ich génoch ako
su SF3B1 (Splicing Factor 3B Subunit 1A) alebo EIF 14X
(eukaryotic translation initiation factor 1A, X-linked) [14].
Mutacie BRAF (B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine
Kinase) a NRAS (NRAS Proto-Oncogene, GTPase), ktoré
st typické pre kozny melanom (40 %50 % a 15 %20 %),
sa u UM nevyskytuju [15,16].

Epigenetické mechanizmy

Epigenetické mechanizmy ako si metylacia DNA,
modifikacie histonov a nekodujuce RNA st esencidlne
pre normalny vyvin a homeostazu organizmu. Navzajom
interaguji a maju kl'u€ova ulohu pri udrziavani tkanivo-
vo-§pecifickej expresie génov a ochrane pred genetickou
instabilitou. Ich narusenie moze viest' k zmenam vo funk-
cii génov, malignej transformacii a moéze mat’ dopad na
jednotlivé signalne drahy podielajice sa na metastazo-
vani. Ulohu epigenetickej deregulacie v patogenéze UM
potvrdili vysledky niekolkych §tidii. Jednou z najvyznam-
nejsich je integrovana multiplatformova analyza 80 UM,
ktora ukazala, ze okrem znamych genetickych zmien su so
zlou prognézou pacientov asociované aj zmeny v metylacii
DNA a expresii viacerych mikroRNA (miRNA) a dlhych
nekodujucich RNA (IncRNA) [22]. U nadorov s vysokym
rizikom metastazovania je de-regulovana aj expresia génov,
kédujicich samotné epigenetické regulaéné enzymy [29].
Epigeneticka inaktivacia expresie mdéze mat zvlast vy-
znamnu ulohu predovsetkym v génoch lokalizovanych na
chromozoémoch s typickymi abnormalitami v pocte kopii
ako su chromozémy 1, 3, 6 alebo 8. Na chromozéme 3,
monozomia ktorého je pritomna priblizne u 50 % pacien-
tov s UM, je umiestnenych niekol’ko tumor-supresorovych
génov a génov, ktoré maju kI"i¢ovu tlohu v hematogénne;j
diseminacii. Su tu umiestnené napriklad gény RASSFIA
(RAS association domain family 1), FHIT (Fragile Histidine
Triad), BAP! (BRCA1- Associated Protein 1), CTNNBI

NORMALNA BUNKA

(Catenin Beta 1) alebo SOX2 (Sex-determining region Y
(SRY)-Box2).

Metylacia DNA

Metylacia DNA patri medzi najlepsie prestudované epi-
genetické mechanizmy. Ide o kovalentné pripojenie me-
tylovej skupiny (-CH3) k bazam DNA, predovsetkym cy-
tozinovému zvysku v dinukleotidovej sekvencii CpG. Je
katalyzovana enzymami DNA metyltransferazami (DNM-
Ts) za pritomnosti S-adenozylmetioninu (SAM), ktory sa
uplatiiuje ako donor metylovej skupiny. Metylacia / de-
metylacia je dolezity mechanizmus na udrzanie integrity
genomu a zabezpecenie tkanivovo-$pecifickej génovej ex-
presie (Obrazok 1). V porovnani s normalnymi bunkami,
nadorové bunky maji naruseny metylaény vzorec DNA
bud’ znizenim (hypometylacia), alebo zvySenim (hyperme-
tylacia) poctu metylovych skupin. V iniciacii onkologic-
kych ochoreni st vyznamné predovsetkym hypermetylacia
promoétorov tumor-supresorovych génov, hypometylacia
protoonkogénov a globalna hypometylacia (ovplyviiujica
mimogénové a vnltrogénové oblasti), ktora vedie k zvy-
Seniu chromozomovej instability. U pacientov s UM bola
hypermetylacia DNA identifikovana ako pri¢ina inaktiva-
cie viacerych génov, z ktorych vacsina sa podiel’a na regu-
lacii bunkového cyklu. Patria k nim gény APC, RASSF 1A,
RARB, LZTSI, CDHI, RBI, CDKN2A4, PRAME a iné
[17,30].

Modifikacie histénov

Na aktivitu génov maju velky vplyv aj chemické modi-
fikacie histonovych proteinov, ktoré spolu s tesne ovinu-
tym vlaknom DNA tvoria komplex nazyvany nukleozom.
Je to zakladna jednotka chromatinu, vlaknitej Struktury,
ktora v zavislosti od stupna kondenzacie zohrava kl'acova
ulohu v kontrole expresie génov (Obrazok 2). Tvorba ne-
aktivneho, kondenzovaného heterochromatinu, je viazana
s nizkym stupiiom acetylacie a vysokym stupfiom metyla-
cie histonovych molekal. Menej kondenzovany euchro-
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Obrazok 1. Schematické znazornenie rozdielov v metylacii DNA v prométoroch
génov, v mimogénovych a vnutrogénovych oblastiach u normalnej a nddorovej
bunky. Metylacia v mimogénovych oblastiach chrani bunku pred chromozémo-
vou instabilitou, nadorova bunka ma znizeny pocet metylovych skupin v tejto ob-
lasti. Aktivne gény nemaju metylované promotdry, neprepisované gény ich maju
hypermetylované. Metylované CpG dinukleotidy su oznacené Ciernou guli¢kou,
nemetylované CpG dinukleotidy bielou guli¢kou.
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AKTIVNY CHROMATIN

Obrazok 2. Schematické znazornenie vplyvu modifikacii histonov a metylacie DNA
na kondenzaciu chromatinu. Volna struktdra chromatinu tzv. euchromatin, s ace-
tylaciou a metylaciou histénovych molekul - bez metylacie DNA, je transkripéne
aktivny. Kondenzovany heterochromatin s metylovanou DNA je transkrip¢ne
inaktivny. Metylované CpG dinukleotidy na DNA su oznacené Ciernou gulickou,
nemetylované CpG dinukleotidy bielou guli¢ckou, Ac — acetylacia, Met - metylacia

histonov. Upravené podla [19].

matin je transkripéne aktivny [31]. Pre pochopenie ulohy
modifikacii histonov v progresii UM, je prelomovy objav
ulohy Bap1 proteinu v regulacii diferenciacie zarodo¢nych
buniek. Strata expresie Bapl brani acetylacii histonu
H3K27 v prométoroch kli¢ovych génov, regulujucich
diferenciaciu ektodermu, mezodermu a neuralne;j listy, ¢o
vedie k znizeniu ich expresie [13]. Rovnovaha medzi ace-
tylaciou a deacetylaciou génu je urCena relativnymi akti-
vitami histon acetyltransferaz a HDAC. Inhibitory HDAC
umoznuju re-expresiu epigeneticky inaktivovanych génov.

Nekodujiuce RNA

Medzi najlepsie prestudované nekodujuce RNA patria
malé, 19-25 nukleotidové molekuly RNA, tzv. mikroR-
NA (miRNA). Primarnym mechanizmom ich fungovania
je naviazanie sa na komplementarnu mRNA, ¢im inhibu-
ju jej translaciu alebo mRNA degradujt (Obrazok 3) [32].
U bunkovych linii, v nadorovych tkanivach a periférnej
krvi pacientov s UM boli popisané zmeny expresie via-
cerych miRNA, medzi nimi napriklad zvySend expresia
let-7b, miR—20a, miR-125b, miR-143, miR-146a, miR-
155, miR-181, miR-193b, miR-199a, miR-223, miR-
367, miR-454, miR-652, ¢i znizend expresia miR-9,
miR-34b/c, miR-124a, miR-137, miR-144, miR-145,
miR-182, miR-204 a inych (vid’ prehl'adovy ¢lanok [17]).
Aberantne exprimované miRNA hraju déleziti ulohu pri
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deregulacii onkogénnych drah v UM, a m6zu podporovat’
metastatické Sirenie [33]. Okrem toho, Zze m6zZu byt zau-
jimavym diagnostickym a prognostickym biomarkerom,
ponukaji nam tiez sl'ubny terapeuticky ciel’. Bolo dokazané,
ze funkciu Specifickych miRNA je mozné farmakologicky
inhibovat’ komplementarnymi, chemicky modifikovanymi
oligonukleotidmi, ktoré sa nazyvaju anti-miRs alebo anta-
gomiRs. Preukazali sl'ubné vysledky v predklinickom vy-
voji [34] a mohli by kompenzovat’ zvySenll expresiu génov
onkogénnych dréh a tym pomahat’ pri manazmente a liecbe
UM. Expresia miRNA moze byt regulovana prostrednic-
tvom metylacie ich promotorov. Chen a kol. napr. uviedli,
ze hypometylacné Cinidlo 5-aza-2’-deoxycytidin (decita-
bin), umoznilo zvySenie expresie miR-137 [35]. Podobne
bola expresia miR-124a v bunkdch UM obnovena po pou-
ziti decitabinu a inhibitora histon deacetylazy, trichostatinu
A [36]. Tieto zistenia su dokazom, Ze jednotlivé epigenetic-
ké mechanizmy, okrem plnenia svojej individualnej ulohy,
vzéajomne na seba pdsobia na niekol’kych urovniach a vza-
jomne interaguju.

Dlhé nekodujice RNA su definované ako transkripty
RNA s dizkou vicsou ako 200 nukleotidov, bez schopnos-
ti kodovat’ proteiny. Zasahuji do tumorigenézy nadorov,
podiel’ajii sa na procesoch angiogenézy, bunkovej prolife-
racie, migracie a apoptoézy. U UM bola popisana znizena
expresia PAUPAR a zvySena expresia viacerych IncRNA,
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Obrazok 3. Mechanizmus pésobenia miRNA. Naviazanim na komplementar-
nu sekvenciu v 3’ oblasti cielovej mRNA zabrénia jej prepisu.

napriklad ROR, HOXA11-AS, FTHIP3, PVT1, CYTOR,
BANCR, PVT1/NEAT1 a MALAT1 (vid’ prehladovy ¢la-
nok [17]).

Potencial pre epigeneticku terapiu

Strata BAPI je spojena so stratou melanocytovej diferen-
ciacie a zvySenym metastatickym potencidlom. Inhibito-
ry HDAC dokazali zvratit' fenotypové ucinky inaktivacie
BAPI indukciou morfologickej diferenciacie a zmenou
vysokorizikového na nizkorizikovy profil génovej expresie
v bunkach UM [37]. Kyselina valproova, trichostatin A, te-
novin-6, depsipeptid, panobinostat (LBH-589), vorinostat
(kyselina suberanilohydroxamova) entinostat (MS-275),
quisinostat, NaB, JSL-1, MC1568 a MC1575 preukazali
slubné protinadorové ucinky aj v d’alSich predklinickych
stadiach u UM [38]. M6Zu blokovat’ proliferaciu nadoro-
vych buniek, indukovat’ zastavenie ich rastu, terminalnu
diferenciaciu, bunkova smrt’ a inhibiciu angiogenézy. Uka-
zalo sa tym, Ze inhibitory HDAC a DNMT by mohli pred-
stavovat’ alternativnu adjuvantnu terapiu na prediZenie na-
dorovej dormancie. V sucasnosti prebichaju klinické studie
s kyselinou valproovou a vorinostatom (NCT02068586,
NCTO01587352), entinostatom (Stadia PEMDAC s pemb-
rolizumabom, entinostatom, NCT02697630) a inhibitorom
bromodomény BRD4 PLX2853 (NCT03297424) [39].
Inhibicia proteinov bromodomény a extraterminalnych
(BET) proteinov ponuka novy terapeuticky pristup pre
UM. Ide o epigenetické regulatory tretej generacie, ktoré
ovplyviluju replikdciu DNA, remodelaciu a transkripciu
chromatinu. Napriek regulaénym schvaleniam na liecbu
niektorych hematologickych malignit je problematika epi-
genetickej terapie u solidnych nadorov stale kontroverzna.

Podl'a niektorych autorov globalna hypometylacia DNA
v dosledku pouzitia inhibitora DNMT1 5-aza-2'-deoxycy-
tidinu u mysi viedla k chromozémovej instabilite a zvyse-
nému vyskytu sekundarnych malignit [40,41]. Hoci boli
tvrdenia o riziku spojenom s liecbou hypometylacnymi
latkami inymi autormi kritizované [42], ucinnost’ prvej
generacie epigenetickych lie¢iv u pacientov so solidnymi
nadormi bola sklamanim [43]. Vdaka vyvoju novych
zli¢enin a lepSiemu pochopeniu molekularnej podstaty na-
dorovych ochoreni sa v$ak zda, Ze epigenetické lieciva by
mohli mat’ dolezit tilohu v synergii s klasickymi terapeu-
tickymi pristupmi [43]. Vyuzitie nanotechnologii by mohlo
prispiet’ k zvySeniu u€innosti a znizeniu tkanivovej toxicity
takejto kombinovane;j lieCby.

ZAVER

Epigenetické zmeny zohravaju vyznamnu ulohu v pato-
genéze onkologickych ochoreni. Maju reverzibilnii pova-
hu a st preto dobrym terapeutickym cielom. V mnohych
predklinickych stadiach bolo dokéazané, ze epigenetické
lie¢iva umoziujii obnovu expresie aberantne inaktivova-
nych tumor-supresorovych génov a zvySuji senzitivitu
rezistentnych nadorovych buniek na liecbu. Pre objavenie
ucinnejsich lieCiv pre adjuvantnu terapiu UM a liecbu me-
tastatickej choroby je nevyhnutné akceptovanie vyznamu
epigenetickych zmien a pochopenie ich ulohy v patogené-
ze a progresii tohoto ochorenia. V kombinacii s tradi¢ny-
mi terapeutickymi postupmi ako st imuno-, chemo- alebo
radioterapia by mohli epigenetické lieCiva priniest’ lepsie
vysledky pre doteraz neliecitel'né, pokrocilé stadia UM.
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