UNIVERZITA KARLOVA
Lékarska fakulta v Hradci Kralové

Zmény v metylaci DNA jako potencialni biomarkery

v 1é¢bé karcinomu mocového méchyre

Petr HuSek

Autoreferat disertac¢ni prace
Doktorsky studijni program: Chirurgie



Disertacni prace byla vypracovdna v ramci kombinovaného studia doktorského studijniho
programu Chirurgie na Katedie chirurgie, Lékarské fakulty v Hradci Kralové a Fakultni
nemocnice Hradec Kralové

Autor: MUD:r. Petr Husek
Urologicka klinika FN HK a LF HK

Skolitel: doc. MUDir. Jaroslav Pacovsky, Ph. D.
Urologicka klinika FN HK a LF HK

Skolitel konzultant: Mgr. Marcela Chmelafové, Ph. D.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky FN HK a LF HK

Oponenti: prof. MUDr. Vladimir Student, Ph.D.
Urologicka klinika LF UP a FN v Olomouci

doc. MUDr. Jan Dolezel, Ph.D.
Masarykliv onkologicky ustav v Brné

Obhajoba se bude konat pted Komisi pro obhajoby OR Katedry chirurgie dne 17.9.2020
v budové Chirurgické kliniky, Bedrniiv pavilon, areal FNHK od 9:00 hod.

Tato prace vznikla za podpory Vyzkumného zaméru MH CZ — DRO (UHHK, 00179906)

S disertacni praci je mozno se seznamit na studijnim oddéleni dckanatu Lekatske fakulty
v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy, Simkova 870, 500 03 Hradec Kralové (tel.
495 816 134).

prof. MUDr. RNDr. Milan Kaska, Ph.D.
Ptedseda komise pro obhajoby disertacnich praci
v doktorském studijnim programu Chirurgie
Garant studijniho programu



Obsah

1. SOURII coaueiiiiiiitiitecntincnteecneecteesneessstesssssesssseessssesssssssssssssssses
2. SUINMALY ceeeierveicssnncssssecssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns
3. Uvod do problematiky

4. Cile diZertacni PIracCe .....ccovieereessercsnessansssesssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssases
5.

5.

NN O W

Vyzkumna ¢ast
1. Retrospektivni zhodnoceni vysledkl 1écby u pacientt s high grade NMIBC a CIS

mocoveho mechyre, ktefi absolvovali BCG instala¢ni terapii..........

5 ] 2 Soubor a metoda

5.1.3. Vysledky...

5.1.4. Zaver...

5.2. Studium eplgenetlckych zmeén ve tkanl hlgh grade NMIBC a CIS

5.2.1. Cil... -

5.2.2. Soubor a metoda

5.2.3. Vysledky ...

5.2.4. Zaver...

5.3. Hledani eplgenetlckeho markeru predlkuJ1c1h0 lecebnou odpoved BCG vakciny v
lecbe high grade NMIBC a CIS........coiiiiiiiiiiiiiie e 13

532 Souborametoda 13

5.3.3. Vysledky... e et et et eea ee ee eee eeeeee eee tee tee ee ee ee ee ae ae as an an e eas 13

5.3.4. Zaver... 13

6. Pouzita llteratura ...................................................... 13

7. Piehled publikaéni ¢innosti autora 23

~N A~ O O O Co o NN N

NN

1. Souhr

Uvod

Karcinom mocového méchyfe je druhou nejcastéjsi malignititou postihujici mocové cesty.
Karcinom mocového méchyie lze rozdélit na dvé zakladni kategorie. Az 75 % pacienti je
postizeno neivazivni formou (non muscle invasive bladder cancer — NMIBC) postihujici
pouze sliznici a podslizni¢ni tkan. Carcinoma in situ (CIS) je velmi specifickou podskupinou
NMIBC, jedna se o nepapilarni plochou nadorovou 1€zi, ktera je snadno piehlednutelna pfi
cystoskopickém vysetieni. CIS je vzdy high grade tumor. AZ u 54 % pacienti s CIS, pokud
nejsou adekvatné léCeni, prechazi nador do invazivni nebo metastatické formy. Druhou
skupinou jsou pacienti sinvazivnim karcinomem mocového méchyfe (muscle invasive
bladder cancer — MIBC). U této skupiny pacientl je vyrazné horsi progndza spojena s vyssi
nadorové specifickou mortalitou v porovnani s prvni skupinou. Pacienti s NMIBC jsou
indikovani k transuretralni resekci tumoru (TUR), a to samostatné nebo v ndvaznosti na
adjuvatni 1é¢bu. Ta spociva v intravezikalni chemoterapii ¢i Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
intravezikalni imunoterapii. BCG je oslabené mykobakterium ptvodné vyvinuté jako
vakcinace proti tuberkuldéze. Pifi intravezikdlni aplikaci této vakciny byl prokazan
protinadorovy efekt se signifikantnim snizenim pravdépodobnosti progrese onemocnéni u
pacientti s NMIBC high grade tumory a CIS. Zakladem 1é¢by MIBC je radikalni cystektomie,
tedy rozsahly chirurgicky vykon, vyrazné mutilujici pacienty s vyraznym dopadem na kvalitu



jejich zivota. Nutnou soucasti vykonu je zajisténi derivace moce. Nase vyzkumnd aktivita je
dominatn¢ zamétena na pacienty s NMIBC high grade tumory a CIS. U tého hrani¢ni skupiny
pacient mezi NMIBC a MIBC je mozno volit konzervativni ¢i radikalni 1écebny pftistup.
Konzervativni 1écba spoc¢iva v kompletni endoresekci tumoru a adjuvatni intravezikalni BCG
imunoterapii. Radikalni 1éc¢ba tkvi v radikédlni cystektomii. 'V soufasnosti neexistuje
biochemicky marker, ktery by pomohl rozhodnot mezi témito IéCebnymi moznostmi. Na
jedné strané je obava ze selhdni konzervativni terapie, na druhé strané¢ pak neadekvatni
mutilace pacienta spojena s radikdlni cystektomii. Etiologie vzniku karcimomu mocového
méchyie je multifaktoridlni, spoc¢ivd v kombinaci vlivli zevniho prostfedi, genetickych a
epigenetickych faktori. Na&s vyzkum je zaméfen na zmény metylaci v nadorové tkani
karcinomu moc¢ového méchyte, jako nejvice zndmou epigenetickou alteraci. Hypermetylace
nemetylovanych cytosine-phosphate-guanine (CpG) ostritvkit promotorovych oblasti tumor
supresorovych geni je jednim z nové popsanych mechanismil karcinogeneze.

Cil

Genetické a epigenetické zmény hraji dilezitou roli v procesu patogeneze urotelidlniho
karcinomu. Hlubsi porozuméni téchto procesti mize zlepsit diagnostiku a 1écbu této zakeiné
choroby. Cilem toho vyzkumu je popsani metyla¢nich zmén v nadorové tkani typickych pro
karcinom mocového méchyfe pomoci metylacni analyzy vybranych tumor supresorovych
genil. Nasledné pak tyto znalosti vyuzit v odhadu uspésnosti BCG instilacni terapie u pacientt
s NMIBC high grade tumorem a CIS. Pro tento ucel byl vyuzit soubor pacientd, ktefi
v minulosti absolvovali BCG instilacni terapii na naSem pracovisti.

Metoda

Retrospektivné jsme zhodnotili data 82 pacientt s NMIBC high tumor a CIS, ktefi
absolvovali instilacni BCG terapii. U pacientl, kteti splnili vstupni kriteria byla provedena
metylacni analyza nadové tkan¢ ulozené v archivu patologického tustavu. Pro samotnou
analyzu metyCnich zmén vybranych tumor supresorovych gent byla pouzita metoda MS-
MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification, sety
MEO01 a ME004). Kontrolni skupinou byly tkané zdravého urotelu 13 pacientti. Odhalené
metyla¢ni zmény byly nasledné vyuzity k porovnani skupin pacientli dle uspéchu ¢i selhani
BCG lécby.

Vysledky

U high grade NMIBC a CIS jsme nové identifikovali metylace gent MUS81a, NTRK1 a
PCCA. Zmény metylaci gent CDKN2B (p=0,00312"") a MUS81a (p=0,0191") jsou spojeny s
klinickou odpovédi na podiavani BCG vakciny. Nepfitomnost metylaci gent CDKN2B a
MUSS81a je spojena se selhanim BCG [écby.

Zaver

Vysledky naseho vyzkumu potvrzuji vyznamnost epigenetickych zmén v procesu
kacinogeneze urotelidlniho karcinomu. Zmény metylaci vybranych tumor supresorovych gena
(TSGs) maji potencidl v predurceni lécebné odpovédi BCG vakciny v 1é¢bé high grade
NMIBC a CIS. Tumor supresorové geny jako CDKN2b, MUSS81a se zdaji velmi slibné pro
dalsi vyzkum.



2. Summary
DNA methylation changes as potential biomarkers in the treatment of bladder cancer

Introdution

Bladder Cancer (BC) is the second most common malignancy of the urinary tract. BC has two
categories. Approximately 75 % of patients with BC present with disease confined to the
mucosa or submucosa (non muscle invasive bladder tumor — NMIBC). Carcinoma in situ
(CIS) is a very specific subgroup of NMIBC, because it is not a papillary lesion but a flat
tumor, which is why CIS can be missed in cystoscopy. CIS is always a high grade tumor.
Without any treatment, approximately 54% of patients with CIS progressed to muscle-
invasive or metastatic disease. The second category covers patients with muscle-invasive BC
(MIBC). These patients have a higher prevalence of progression rates and higher cancer-
specific mortality. Patients with NMIBC are indicated to transurethral tumor resection (TUR)
alone or with adjuvant treatment (intravesical chemotherapy or intravesical Bacillus Calmette-
Guérin - BCG immunotherapy). BCG is an attenuated mycobacterium developed as a vaccine
for tuberculosis that has demonstrated antitumor activity in BC intravesical instillation, and
significantly reduces the progression risk of high grade papillary lesion and CIS. The therapy
of MIBC is radical cystectomy — hard mutilating surgery with urinary diversion. This
procedure has significant impact on the quality of the patient’s life. Patients with NMIBC
high grade tumor and CIS are the focus of our interest. It is a borderline subgroup, where
radical and non-radical treatments are both possible. Non-radical therapy means complete
tumor resection with adjuvant intravesical immunotherapy (BCG vaccine). Radical therapy
means radical cystectomy. At present we have no markers which would be helpful in deciding
optimal therapy. Weighing the risk of failure of non-radical treatment against overtreatment
by radical therapy constantly presents a dilemma. The etiology of BC is multifactorial, driven
by the multistep accumulation of environmental, genetic and epigenetic factors. Our research
was focused on differences methylation status in blader cencer tissue like the most known
epigenetic alteration. A new model for the mechanism of carcinogenesis has been proposed in
which hypermethylation of unmethylated cytosine-phosphate-guanine (CpG) islands in the
promoter regions of tumour suppressor genes (TSG) in normal cells silence these genes and
this leads to the cells becoming cancerous.

Aims

Genetic and epigenetic alterations play an important role in urothelial cancer pathogenesis.
Deeper understanding of these processes could help us achieve better diagnosis and
management of this life-threatening disease. The aim of this research was to evaluate the
typical methylation status differences of selected tumor suppressor genes in malign tissues.
Then these methylation status differences are used for predicting BCG response in patients
with high NMIBC and CIS. Patients who underwent BCG instilation in our department were
included in this research.

Methods

We evaluated retrospectively data 82 patients with high grade NMIBC and CIS who had
undergone BCG instillation therapy. Patients who have met inclusion criteria; methylation
statu of their urothelial malign tissues were analyzed. Tumor tissues were stored in
pathological department. We used the MS-MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification probe sets MEOO1 and ME004). The control group covered



13 specimens of normal urotel (bladder tissue). Then we compared epigenetic methylation
status in BCG-responsive and BCG-failure groups.

Results

Newly identified methylations in high grade NMIBC were found in MUS81a, NTRK1 and
PCCA. The methylation status of CDKN2B (p=0.00312") and MUSS81a (p=0.0191%) is
associated with clinical outcomes of BCG instillation therapy response. CDKN2B and
MUS81a unmethylation was found in BCG failure patients.

Conclusion

The results advocate the importance of epigenetic mechanism in carcinogenesis. The
methylation status differences of selected tumor suppressor genes (TSGs) has the potential for
predicting BCG response in patients with NMIBC high grade tumours. Tumour suppressor
genes such as CDKN2b, MUSS81a are very promising for future research.

3. Uvod do problematiky

Karcinom moc¢ového méchyie je druhou nejcastéjsi malignitou postihujici mocové
cesty. Z celkového poctu malignit u muzti zaujima karcinom mocového méchyie 7. Misto, u
zen je na misté 17. Témér trikrat ¢astéji jsou toto malignitou postizeny muzi. Median vyskytu
se pohybuje kolem 70 let u obou pohlavi. V dob¢ diagndzy se karcinom mocového méchyie
vyskytuje v cca. 75% ve formé povrchového (neinvazivniho) karcinomu. Tedy postihujiciho
sliznici €1 podslizni¢ni tkan€, bez prortustani do svaloviny méchyte. Jedna se o stadia Ta, T1 a
karcinoma in situ (CIS). Velmi zakefnou a obavanou formou je zejména CIS. Jedna se o high
grade, plosné, plazivé postizeni sliznice mocového méchyie, ktera miize byt snadno
ptehlédnuta pii bézném cystoskopickém vySetieni. CIS, pokud je nelécen, az v 54% pacientl
prechazi v invazivné rostouci karcinom. Povrchovy high grade karcinom mocového a CIS
jsou cilem nasi vyzkumné snahy. Lécba téchto forem karcinomu mocového méchyte spociva
v kompletni endoresekci tumoru v kombinaci s naslednou Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
intravezikdlni instalacni imunoterapii. Alternativou této 1éCby radikalni cystektomie.
Rozhodovani v bézné klinické praxi mezi touto konzervativnéjsi a radikalni metodou je ¢asto
velmi slozité. Na jedné strané je obava ze selhdni konzervativni terapie a ztraty Casu pred
radikalnim feSenim, kterd mtize mit zasadni dopad na onkologickou progndzu pacienta. Na
stran¢ druhé, obava z overtreatmentu, zbytecné mutilace pacienta a snizeni kvality Zivota,
ktera je spojena s radikdlni cystektomii. Urcitou formou pomoci je napt. urcovani skore
rekurence ¢i progrese onemocnéni dle doporuceni Evropské Urologické Spolecnosti.
Nicméné jednoznacny klinicky ¢i biochemicky marker, ktery by dokazal odlisit pacienty
vhodné a nevhodné k BGG terapii, neexistuje. Cilem naseho vyzkumu je pokusit se odliSit
tyto dvé skupiny pacienti pomoci analyzy metylacnich zmén, ke kterym dochazi
v karcinogenezi urotelialniho karcinomu. Etiologii malignit, véetné¢ karcinomu mocového
méchyte, byva multifaktoridlni. Na jejim vzniku se podili vliv zevniho prostiedi, genetické a
epigenetické procesy. Epigenetika je podobor genetiky zabyvajici nemorfologickymi
zménami DNA, kterd vSak hraji dilezitou roly v karcinogenezi. Mezi epigenetické zmény
patfi napt. metylace DNA ¢i acetylace histomtl. Metylace DNA probihd jako kovalentni
chemicka vazba metylové skupiny na C-5 (uhlik v pozici 5) cytosinového kruhu. Nejcastéji se
metylace cystosinu vyskytuje v misté sekvence 5-CG-3 je zprosttedkovana DNA cytosin-
metyltransferazou. Zmény metylaci v danych oblastech DNA vedou nésledné ke zméné
exprese tohoto genu. Z hlediska karcinogeneze jsou nejvyznamnéj$i zmény metylaci
v promotorovych oblastech tumor supresorovych genti



4. Cile disertacni prace

Ptes Siroké a detailni znalosti patogeneze, diagnostiky a 1éCby karcinomu mocového
meéchyte. Zustava fada nejasnych oblasti. Na nékteré z nich byl soustfedén zijem naseho
vyzkumu. Konkrétné se jednalo o high grade NMIBC a CIS mocového méchyie. V této
oblasti jsme se zamé&fili na vlastni vysledky 1écby BCG vakcinou a moznostmi predikce
odpovédi nadoru na tuto 1éCby s vyuzitim analyzy epigenetickych zmén v tkani nadoru.
Pro vyzkumnou ¢ast prace jsme si stanovili tfi zakladni cile:

1. Retrospektivni zhodnoceni vysledki 1écby u pacientl s high grade NMIBC a CIS
mocového méchyie, kteti absolvovali BCG instala¢ni terapii.

2. Studium epigenetickych zmén ve tkani high grade NMIBC a CIS.

3. Hledani epigenetick¢ho markeru predikujiciho 1é€ebnou odpovéd BCG vakciny v 1écbé
high grade NMIBC a CIS.

5. Vyzkumna ¢ast

5.1. Retrospektivni zhodnoceni vysledku 1é¢by u pacienti s high grade NMIBC a CIS
mocového méchyre, kteri absolvovali BCG instala¢ni terapii

5.1.1. Cil

BCG vakcina patii v soucasnosti k nejucinnéjsi nechirurgické metodé 1écby vysoce
maligniho onemocnéni urotelu. Na nasem pracoviSti ma tato lécebnd metoda dlouhodobou
tradici a patii ke standardni 1é¢bé indikovanych pacientii. Cilem této Casti bylo zhodnoceni
dlouhodobych vysledkti 1éCby pacientl s vyuzitim instalace BCG vakcinou.

5.1.2. Soubor a metoda

Retrospektivné jsme zhodnotili data 82 pacientd s povrchovych high grade
karcinomem mocového méchyie (Ta, T1, CIS), ktefi prodélali instilacni BCG terapii
po kompletni endoresekci tumoru na Urologické klinice FN Hradec Kralové. Zakladni soubor
byl rozdélen do dvou podskupin a to na skupinu s dobrou odpovédi a skupinu se selhanim
1é¢by. Do skupiny pacientii s BCG selhanim byli zafazeni pacienti, kde doslo bud’ k rekurenci
¢i progresi onemocnéni nebo dokonce zemfeli na chorobu béhem sledovani. Do skupiny
pacienti s dobrou odpovédi byli zafazeni ti, kde béhem sledovani nedoslo k rekurenci high
grade karcinomu ¢i jeho progresi v invazivni nebo metastaticky tumor. Doba sledovani
pacient byla 2 az 13 roku. K zarazeni do studie musely byt splnény nésledujici podminky:
kompletni, hlubokd resekce tumoru s pfitomnosti svaloviny detrusoru ve vzorku, zadna
predchozi instilaléni terapie, kompletni 6 -tydenni indukéni terapie BCG vakcinou
nasledovanou udrzovaci BCG terapii. Schéma podavani udrzovaci BGG terapie neni
jednoznac¢né definovano zadnymi doporucenimi. Na Urologické klinice FNHK je dodrzovan
protokol udrzovaci BCG terapie, spocivajici v aplikaci BCG vakceiny v tfimési¢nich cyklech.



V kazdém cyklu jsou podany 3 davky v tydennich intervalech. Doba trvani udrzovaci terapie
byla minimalné¢ 12 meésicii, pokud nedoslo k selhani terapie diive. Pacienti absolvuji kazdé 3
meésice kontrolni cystoskopii. Tyto definované podminky splnilo 66 pacientt a ti byli zafazeni
do studie. U sledovaného souboru jsme hodnotili demograficka data: vek, pohlavi, Zivotni styl
(kouteni). Dale jsme hodnotili charakteristiky nadoru: velikost tumoru (< 3 cm/> 3 cm),
pritomnost ¢i nepfitomnost CIS ve vzorku. U vSech tumorG se vypocitalo EORT skore
rekurence a progrese. Dale byla zhodnocena celkova lécebna odpovéd na podanou BCG
vakcinu. Pokud doslo k selhdni 1écby byla hodnocena doba do selhdni a jeho z&vaznost
(rekurence, progrese, smrt). Pro porovnani véku a skori mezi skupinami byl pouzit
neparametricky Mann-Whitney test. Pro parametricka data byl uzit y” test.

5.1.3. Vysledky

Celkové bylo zhodnoceno 66 pacienti. Lécebna odpovéd byla pozorovana
u 45 (68 %) pacientt, selhani BCG 1écby u 21 (32 %) pacientli. Ve skupiné selhani se jednalo
o rekurenci onemocnéni u 15 (23 %) pacienti a progresi onemocnéni u 6 (9 %) pacientd.
3 (5 %) pacienti zemieli na karcinom mocové méchyie. Primérna doba do selhani BCG
terapie byla 10 mésict.

Ob¢ skupiny pacienti stumory (BCG odpovéd 1 selhani) byly homogenni,
bez statisticky vyznamnych odchylek. Mezi obéma skupinami BCG nebyl signifikatni rozdil
v pohlavi, velikosti tumoru, pfitomnosti CIS a kufactvi. BCG selhanim bylo spojené s vyssim
skorem rekurence (p=0,0109). Skore progrese nebylo spojeno se statistickou signifikaci
s BCG selhanim v nasi skuping pacientd (p=0,188). Data jsou prezentovana tabulkou (Tab. 1).

Tab. 1: Demograficka charakteristika obou podskupin pacienti

Charakteristika BCG BCG kontrola p' P
selhani odpoveéd’ (n=13)
(n=16) (n=41)
Vek (prumér) 68 (51-79) | 67 (42-84) | 67 (60-73) 0,903 0,901
Kouteni n (%) 8 (50 %) 30 (73 %) 11 (85 %) 0,325 0,0619
Muzské pohlavi n (%) 13 (81 %) 34 (83 %) 11 1,00 1,00
(85 %)
Velikost tumoru nad 7 (44 %) 22 (54 %) - - 0,770
3cm n (%)
Skore rekurence 10 (6-13) 8 (2-12) - - 0,0109
(prumer)
Skore progrese 14 (10-20) 12 (5-20) - - 0,188
(prameér)
Ptitomnost CIS n (%) 531 %) 14 (34 %) - - 1,00

p'- porovnani mezi kontrolni skupinou a pacienty s naddory (obé& podskupiny).
p’ - porovnani mezi skupinou pacientii se selhanim a odpovédi na 1é¢bu

5.1.4. Zaver

V nasem souboru pacientll byl potvrzen dobry klinicky efekt BCG instilacni terapie
u pacientl high grade NMIBC a CIS mocového méchyfe. Meta-analyzy klinickych studii
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potvrdily ptiznivy efekt 1éby BCG ve srovndni jen se samotnou endoresekci tumoru ¢i
endoresekci spojenou s instilacni chemoterapii. BCG terapie snizuje u této skupiny pacienta
riziko progrese az o 27 %. Bez 1écby, az 54 % pacientii s CIS progreduje v invazivni
karcinom mocového méchyte. U naSich pacientli nebyla spojena ptitomnost CIS ani vyssi
skore progrese s vysSim rizikem selhani 1é€by, coz neodpovidd ocekdvanym piedpokladiim.
Vysvétlenim muze byt pravdépodobné nedostatecna velikost souboru.

5.2. Studium epigenetickych zmén ve tkani high grade NMIBC a CIS
5.2.1.Cil

Na onkogenezi nadorového onemocnéni se podili vice faktord. Mezi zdsadni patii
zmeény genetické a epigenetické vybavy mateiské urotelialni bunky. Jednou z nejCastéji
studovanych epigenetickych zmén je metylace DNA. Cilem této ¢asti vyzkumu bylo ovértit
dopad znamych vybranych metylaci supresorovych genli na rozvoj karcinomu mocového
méchyte ¢i odhaleni novych tumor supresorovych gent, jejichz metylace se podili v procesu
kacinogeneze karcinomu mocového méchyie.

5.2.2. Soubor a metoda

V archivu patologického tustavu byly vyhledany vzorky tumorti vSech 66 pacienti
s high grade NMIBC a CIS mocového méchyte, ktefi splnili definované podminky pro
zatazeni do studie. Reprezentativni vzorek tumoru byl nésledné ptfedan biochemikiim
k epigenetickému zpracovani. Kontrolni tkan, normalni (nemaligni) sliznice mocového
meéchyte, byla ziskana od 13 pacientt, ktefi podé€lali cystektomii pro nemaligni (napft. pistél)
¢1 maligni (tumor ¢asti méchyte) indikaci. Vyzkumni zamér byl schvéalen Etickou komisi
naseho pracovisté. Z dodané tkdn€ tumoru a kontrolni tkan¢ byla unikétni metodou izolovana
DNA, kter4 byla nasledné vyuzita pro samotnou epigenetickou analyzu. Z palety moznych
epigenetickych zmén byla na zéklad¢ literarniho priizkumu a dostupnosti laboratornich metod
zvolena analyza zmén metylaci DNA v naddorové tkani. Pro samotnou metylacni analyzu byla
zvolena metoda Methylation-Specific Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
(MS-MLPA). K dosaZeni cile bylo nutno porovnat vysledky metyla¢ni analyzy mezi
tumoro6zni tkani a kontrolni nepostizenou tkéni. Pro porovnani vyskytu genit mezi skupinami
byl pouzit Fishertiv pfesny test rozdilu dvou relativnich hodnot. Jako signifikantni byla uréena
p-value <0.05. Byla uzita Bonferroniho modifikace signifikace.

Izolace DNA

Parafinové vzorky tumoru mocového méchyte byly ziskany z archivu patologické
kliniky. VSechny vzorky byly ptfipraveny a zkontrolovany zkuSenym patologem. Podminkou
zatfazeni do kontrolni skupiny byla makroskopicky i mikroskopicky normalni sliznice
mocoveého méchyte. Touto selekei prosla pouze 1/3 ziskanych vzorkii. Vzorky byly ziskany
na zaklad¢ informovaného souhlasu ziskané¢ho od pacienta pfed planovanym vykonem. DNA
byla izolovana z tkanovych vzorkil fixovanych ve formalinu, zalitych v parafinu pomoci
Qiagen DNA extrakéniho kitu (Hilden, Germany) dle protokolu vyrobce s minimem uprav
(Obr. 21). Izolace DNA z tkanovych vzorkl fixovanych ve formalinu, zalitych v parafinu se
skladd z 6-ti zdkladnich krokd. Prvnim krokem je odstranéni parafinu jeho rozpusténim v
xylenu. Dal$im krokem je lyza vzorku plisobenim proteinazy K (56 °C, ptfes noc). Tietim
krokem je inkubace pfi 70 °C (10 minut), pfi niZ dochéazi ke zvraceni formalinem vyvolané¢ho
zesitovani. Nasleduje navazani DNA na membranu a odstranéni kontaminujicich necistot.



Poslednim Sestym krokem je eluovani koncentrované DNA z membrany. Méfeni koncentrace
izolované DNA bylo provedeno dle protokolu vyrobce pomoci dvou technik: fluorimetricky
(Qubit, Invitrogen) a spektrofotometricky (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific).

Methylation-Specific Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-MLPA)

V na$i praci byly pouzity dva MS-MLPA kity: ME0OO1 a ME004 (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands), které mohou analyzovat atypickou metylaci u nékolika tumor
supresorovych gent (Tab. 2). Sekvence prob, genova mista a pozice na chromozému mohou
byt nalezeny na http://www.mlpa.com. Metylace jednotlivych genti byla stanovena pomoci
dvou prob, které obsahovaly riznd Hhal restrik¢ni mista. Experimentalni postup byl proveden
podle protokolu vyrobce, s minimem modifikaci.

Tab. 2: Vybrané geny pro metyla¢ni analyzu: MS-MLPA (KIT ME001 a KIT ME004)

Gen Nazev Sondy chr?r(r)ll(()lzl(s)mu
TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 02255-L03752 22ql12.3
APC Adenomatous polyposis coli 01905-L01968 5q22.2
CDKN2A  Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 01524-L01744 9p21.3
MLH1 (a) MutL homolog 1 01686-L01266 3p22.2
ATM Ataxia telangiectasia mutated 04044-L03849 11922.3
RARB Retinoic acid receptor, beta 04040-L01698 3p24.2
CDKN2B  Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 00607-L00591 9p21.3
HIC1 Hypermethylated in cancer 1 03804-L.00949 17p13.3

Checkpoint with forkhead and ring
CHFR finger domains, E3 ubiquitin protein 03813-L03753 12q24.33

ligase
BRCA1 Breast cancer 1 05162-1L.04543 17g21.31
CASPS g:;ggze& apoptosis-related cysteine 02761-1.02210 2433.1
CDKNI1B  Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 07949-L07730 12p13.1
KLLN Eﬁigﬁ g)rS 3-regulated DNA replication 02203-L08261 109233
BRCA2 Breast cancer 2 04042-L03755 13q12.3
CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 03817-L01731 11pl13
RASSF1 (a) gjil?;sgl‘:rarf{)‘:; gRalGDS/ AF-6)domain | 2548 101734 | 3p21.31
DAPK1 Death-associated protein kinase 1 01677-L01257 9921.33
VHL Von Hippel-Lindau tumor suppressor 03810-L0O1211 3p25.3
ESR1 Estrogen receptor 1 02202-L01700 6g25.1
RASSF1 (b) Eﬁl’i‘;s;‘:ﬁg;? gRalGD S/AF-6) domain | 3007 1 02159 3p21.31
TP73 Tumor protein p73 04050-L01263 1p36.32
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FHIT
IGSF4
CDH13
GSTP1
MLHI1 (b)
EPHB2
BCL2
PTEN
NF1 (a)

RARRESI

TERT
THBS1
SFRP1 (a)
IGF2R (a)
NF1 (b)
TWISTI
APAF1 (a)
PCNA

DNAJC15

NTRK1

PXMP4 (a)
MENTI (a)
LMNA
APAF1 (b)

PCCA

PAXG6
RBM14
MUSS1 (a)
IGF2R (b)
SFRP1 (b)
GATA4
PXMP4 (b)
MENT (b)
MUSSI (b)
WIF1

Fragile histidine triad

Cell adhesion molecule 1
Cadherin 13, H-cadherin
Glutathione S-transferase pi 1
MutL homolog 1

Ephrin receptor B2

B-cell CLL/lymphoma 2
Phosphatase and tensin homolog
Neurofibromin 1

Retinoic acid receptor responder
(tazarotene induced) 1

Telomerase reverse transcriptase
Thrombospondin 1

Secreted frizzled-related protein 1
Insulin-like growth factor 2 receptor
Neurofibromin 1

Twist homolog 1

Apoptotic peptidase activating factor 1
Proliferating cell nuclear antigen

Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C,
member 15

Neurotrophic tyrosine kinase, receptor,
type 1

Peroxisomal membrane protein 4
Multiple endocrine neoplasia I

Lamin A/C

Apoptotic peptidase activating factor 1

Propionyl CoA carboxylase, alpha
polypeptide

Paired box 6

RNA binding motif protein 14
MUSS81 endonuclease homolog
Insulin-like growth factor 2 receptor
Secreted frizzled-related protein 1
GATA binding protein 4
Peroxisomal membrane protein 4
Multiple endocrine neoplasia I
MUSS81 endonuclease homolog
WNT inhibitory factor 1

11

02201-L01699
03819-L03848
07946-L07727
01638-L01176
02260-L01747
07910-L07623
10344-L.10882
10345-L11988
03845-L03318

03308-L13245

10346-L10884
02739-L02166
10564-1L.13246
02800-L02185
03844-L03317
07015-L06626
09165-L09458
03955-L03394

03297-L02661

03970-L03357

03303-L13247
09168-L09461
12287-L13799
09166-L09459

08676-L08688

03748-L03208
09429-L09678
09157-L09315
02801-L02186
10563-L11109
03754-L13255
03304-L13248
09167-L09460
10574-L09314
10361-L10899

3pl4.2
11g23.3
16¢23.3
11q13.2
3p22.2

1p36.1

18g21.3
10g23.3
17q11.2

3925

5pl5.3
15q15
8pll.2
6926
17q11.2
Tp21.2
12g23.1
20p12.3

13q14.1

1g23.1

20q11.2

11q13.1
1922

12¢23.1

13g32.3

11p13
11q13
11q13.1
6426
8p11.2
8p23.1
20q11.2
11q13.1
11q13.1
12q14.3



V kratkosti, DNA (100 ng) byla rozpusténa v 5 pl TE-pufru (10 mM Tris-CI; 0,5 mM
EDTA; pH 9,0), denaturovana a nasledné ochlazena na 25 °C. Po pfidani smési prob, byly
proby pies noc hybridizovany (16-18 hodin) pii 60 °C. Néasledné byly vzorky rozdéleny
na dva podily: jedna polovina vzorku byla pfimo ligovana, zatimco druhéd polovina vzorku
byla spolecné s ligazou vystavena plisobeni restrikéni endonukledzy Hhal (30 minut pii 49
°C). Toto Stépeni zpusobilo ligaci pouze nenastépené (metylované) DNA sekvence.
Amplifikacni PCR reakce byla provedena ve standardnim termocykléru (GeneAmp 9700,
Applied Biosystems) a vyuzivala teplotni profil: 35 cykli denaturace pii 95 °C 30 s, annealing
pii 60 °C 30 s a extenze pii 72 °C 1 minutu, zakonc¢eno zavérecnou extenzi 20 minut pii 72 °C.
Alikvoty PCR reakce (0,6 pul) byly smichany s 0,2 pl vnitiniho standardu GeneScan™ —500
LIZ® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a 9,0 ul formamidu. Po denaturaci byly
fragmenty separovany a kvantifikovany na ABI3130 kapilarnim sekvenatoru a analyzovany
pomoci GeneMapper 4,0 (oba Applied Biosystems). Plochy pikt s odpovidajici velikosti para
bazi (bp) byly pouzity pro dal$i zpracovani dat. Pomér metylace byl ziskdn nasledujicim
vypoctem: Dm = (Px / Pctrl) Dig / (Px / Pctrl) Undig, kde Dm je pomér metylace, Px je
plocha piku dané sondy, Pctrl je soucet ploch pikl vSech kontrolnich sond, Dig znamena Hhal
Stépeny vzorek a Undig nestépeny vzorek. Dm se mize pohybovat od 0 do 1,0 (odpovida 0 %
-100 % metylované DNA). Na zdklad¢ predchozich experimentli jsme povazovali promotor
za metylovany, pokud Dm > 0,2, coZ odpovida 20 % metylované DNA. CpG univerzalné
metylovand a nemetylovana DNA (Zymoresearch, Irvine, CA, USA) byly pouzity v kazdém
béhu jako kontroly.

5.2.3. Vysledky

Kompletni nebo castecnd metylacni analyza byla provedena u 57 pacientl s tumorem
méchytfe a 13 kontrolnich pacientll. 1zolace DNA byla neuspésna u 9 pacientl, kde tedy
metalacéni analyzu nebylo mozno provést. U povrchového high grade karcinomu mocového
meéchyte byly zjistény zmény metylaci v porovnani s kontrolni tkani u téchto genti: WIF1,
GATA4, TERT, BLC2, CDH13, RASSFla, RASSF1b, TP73, CDKN2B, APC, TWIST]I,
PTEN, SFRPI1b. Zcela nové byly nami identifikovany zmény metylaci geni MUSS8Ia,
NTRKI1 a PCCA.

5.2.4. Zaver

Genetické a epigenetické zmény hraji dtlezitou roli v rozvoji karcinomu mocového
méchyfe. Odhaleni metylaci novych tumor supresorovych gent, které se podileji na procesu
karcinogenezi karcinomu mocového méchyte, mize vést k hlubsimu pochopeni téchto zmén a
ke zlepSeni diagnostiky i léCby této Zivot ohroZujici choroby. V nasi praci jsme novée prokézali
signifikantni zmény metylaci geni MUS81a, NTRKI1 a PCCA jez nebyly prokazany
ve zdravé urotelidlni tkdni. Zmény metylaci DNA v nddorovych bunkach se jevi jako velmi
nadéjné téma dalsiho védeckého vyzkumu.
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5.3. Hledani epigenetického markeru predikujiciho 1é¢ebnou odpovéd’ BCG vakceiny v
16¢bé high grade NMIBC a CIS

5.3.1. Cil

Pfi naSem vyzkumu byly jednoznaéné prokdzany rozdily v metylaci DNA
nadorovych, urotelialnich bunék ve srovnani se zdravym urotelem. Uroveti metylaénich zmén
u high grade a CIS karcinomu moc¢ového méchyie neni homogenni. Otevird se otdzka, zda
rizné arovné téchto zmeén mohou mit klinicky dopad na biologické chovani nadoru, odpoveéd’
na podavanou lécbu ¢i progndézu onemocnéni. Dominantni nechirurgickou metodu high grade
a CIS karcinomu mocového méchyie je intravezikalni aplikace BCG vakciny. Cilem nasi
prace bylo ovéfit hypotézu, ze pfitomnost ¢i absence ndmi vybranych gent koreluje
s klinickou odpovédi na podanou BCG 1é¢bu.

5.3.2. Soubor a metoda

Byla provedena statisticka analyza dat 57 pacientd s high grade NMIBC a CIS
mocového méchyfte, u kterych byla uspéSné dokoncena metylacni analyza (viz kapitola 3.3.).
Tento zékladni soubor byl rozdélen na zakladé znalosti dal§iho vyvoje onemocnéni po podani
BCG vakciny. Soubor byl rozdélan na skupinu s dobrou odpovédi na BCG lécbu (n=41) a
s BCG selhanim (n=16). Statistickymi metodami byly hodnoceny rozdily metyla¢nich zmén
DNA mezi obéma skupinami. Pro porovnani vyskytu genid mezi skupinami byl pouzit
Fishertiv ptesny test rozdilu dvou relativnich hodnot. Jako signifikantni byla urcena p-value
<0,05. Byla uzita Bonferroniho modifikace signifikace.

5.3.3. Vysledky

Ze vSech 56 analyzovanych genl byly odhaleny signifikantni zmény metylaci u dvou
genl. Nepfitomnost metylaci geni CDKN2B (p=0,00312**) a MUS81a (p=0,0191%*) byla
spojena se selhanim BCG 1écby.

5.3.4. Zaver

Na zéklad¢ vystupu nasi prace a dosud publikovanych dat, maji zmény metylaci
vybranych tumor supresorovych genii potencial v predpovédi léCebné odpovédi BCG
instila¢ni terapie, u pacientii s povrchovym high grade karcinomem mocového méchyie®.
Nicméné zatim je stale malo dat pro bezpecné vyuziti v bézné klinické praxi. Metylace tumor
supresorovych genti jako PMF-1, MSH6, THBS1, CDKN2B a MUSS81 jsou velmi nad¢jné
pro dalsi vyzkum.
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