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1. Souhr

Úvod
Karcinom močového měchýře je  druhou nejčastější  malignititou  postihující  močové cesty. 
Karcinom močového měchýře lze rozdělit na dvě zakladní kategorie. Až 75 % pacientů je 
postiženo  neivazivní  formou  (non  muscle  invasive  bladder  cancer  –  NMIBC)  postihující 
pouze sliznici a podslizniční tkáň. Carcinoma in situ (CIS) je velmi specifickou podskupinou 
NMIBC, jedná se o nepapilární plochou nádorovou lézi, která je snadno přehlednutelná při 
cystoskopickém vyšetření.  CIS je vždy high grade tumor.  Až u 54 % pacientů s CIS, pokud 
nejsou  adekvátně  léčeni,  přechází  nádor  do  invazivní  nebo  metastatické  formy.   Druhou 
skupinou  jsou  pacienti  s invazivním  karcinomem  močového  měchýře  (muscle  invasive 
bladder cancer – MIBC). U této skupiny pacientů je výrazně horší prognóza spojena s vyšší 
nádorově  specifickou  mortalitou  v porovnání  s první  skupinou.  Pacienti  s NMIBC  jsou 
indikováni  k transuretrální  resekci  tumoru  (TUR),   a  to  samostatně  nebo v návaznosti  na 
adjuvatní léčbu. Ta spočívá v intravezikální chemoterapii či Bacillus Calmette-Guérin (BCG) 
intravezikální  imunoterapii.  BCG  je  oslabené  mykobakterium  původně  vyvinuté  jako 
vakcinace  proti  tuberkulóze.  Při  intravezikální  aplikaci  této  vakcíny  byl  prokázán 
protinádorový  efekt  se signifikantním  snížením  pravděpodobnosti  progrese  onemocnění  u 
pacientů s NMIBC high grade tumory a CIS. Základem léčby MIBC je radikální cystektomie, 
tedy rozsáhlý chirurgický výkon, výrazně mutilujicí pacienty s výrazným dopadem na kvalitu 
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jejich života.  Nutnou součástí výkonu je zajištění derivace moče.  Naše výzkumná aktivita je 
dominatně zaměřena na pacienty s NMIBC high grade tumory a CIS. U tého hraniční skupiny 
pacientů mezi  NMIBC a MIBC je možno volit konzervativní  či  radikální  léčebný přístup. 
Konzervativní léčba spočívá v kompletní endoresekci tumoru a adjuvatní intravezikalní BCG 
imunoterapii.  Radikální  léčba  tkví  v  radikální  cystektomii.   V současnosti  neexistuje 
biochemický  marker,  který  by  pomohl  rozhodnot  mezi  těmito  léčebnými  možnostmi.  Na 
jedné  straně  je  obava  ze  selhání  konzervativní  terapie,  na  druhé  straně  pak  neadekvátní 
mutilace pacienta spojená s radikální  cystektomií.   Etiologie vzniku karcimomu močového 
měchýře  je  multifaktoriální,  spočívá  v kombinaci  vlivů  zevního  prostředí,  genetických  a 
epigenetických  faktorů.  Náš  výzkum  je  zaměřen  na  změny  metylací  v nádorové  tkáni 
karcinomu močového měchýře, jako nejvíce známou epigenetickou alterací. Hypermetylace 
nemetylovaných cytosine-phosphate-guanine (CpG)  ostrůvků  promotorových oblastí tumor 
supresorových genů je jedním z nově popsaných mechanismů karcinogeneze.  

Cíl         
Genetické  a  epigenetické  změny  hrají  důležitou  roli  v procesu  patogeneze  uroteliálního 
karcinomu. Hlubší porozumění těchto procesů může zlepšit diagnostiku a léčbu této zákeřné 
choroby. Cílem toho výzkumu je popsání metylačních změn v nádorové tkání typických pro 
karcinom močového  měchýře  pomocí  metylační  analýzy  vybraných  tumor  supresorových 
genů. Následně pak tyto znalosti využít v odhadu uspěšnosti BCG instilační terapie u pacientů 
s NMIBC  high  grade  tumorem  a  CIS.  Pro tento  účel  byl  využit  soubor  pacientů,  kteří 
v minulosti absolvovali BCG instilační terapii na našem pracovišti.

Metoda
Retrospektivně  jsme  zhodnotili  data  82  pacientů  s NMIBC  high  tumor  a  CIS,  kteří 
absolvovali instilační BCG terapii. U pacientů, kteří splnili vstupní kriteria byla provedena 
metylační  analýza  nádové  tkáně  uložené  v archívu  patologického  ústavu.  Pro  samotnou 
analýzu  metyčních  změn vybraných tumor  supresorových genů byla  použita  metoda  MS-
MLPA  (Methylation-Specific  Multiplex  Ligation-Dependent  Probe  Amplification,  sety 
ME001 a ME004). Kontrolní skupinou byly tkáně zdravého urotelu 13 pacientů. Odhalené 
metylační změny byly následně využity k porovnání skupin pacientů dle úspěchu či selhání 
BCG léčby. 

Výsledky
U  high grade NMIBC a CIS jsme nově identifikovali  metylace genů MUS81a, NTRK1 a 
PCCA. Změny metylací genů CDKN2B (p=0,00312**) a MUS81a (p=0,0191*) jsou spojeny s 
klinickou  odpovědí  na  podávaní  BCG vakcíny.  Nepřítomnost  metylací  genů  CDKN2B a 
MUS81a je spojena se selháním BCG léčby.

Závěr
Výsledky  našeho  výzkumu  potvrzují  významnost  epigenetických  změn  v  procesu 
kacinogeneze uroteliálního karcinomu. Změny metylací vybraných tumor supresorových genů 
(TSGs)  mají  potenciál  v  předurčení  léčebné  odpovědi  BCG  vakcíny  v  léčbě  high  grade 
NMIBC a CIS. Tumor supresorové geny jako CDKN2b, MUS81a se zdají velmi slibné pro 
další výzkum. 
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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 ME001 and ME004). The control group covered 
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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  MUS81a  (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, MUS81a are very promising for future research.

3. Úvod do problematiky    
   

   Karcinom močového měchýře je druhou nejčastější malignitou postihující močové 
cesty.  Z celkového počtu malignit u mužů zaujímá karcinom močového měchýře 7. Místo, u 
žen  je na místě 17. Téměř třikrát častěji jsou toto malignitou postiženy muži. Medián výskytu 
se pohybuje kolem 70 let u obou pohlaví. V době diagnózy se karcinom močového měchýře 
vyskytuje v cca. 75% ve formě povrchového (neinvazivního) karcinomu. Tedy postihujícího 
sliznici či podslizniční tkáně, bez prorůstání do svaloviny měchýře. Jedná se o stádia Ta, T1 a 
karcinoma in situ (CIS). Velmi zákeřnou a obávanou formou je zejména CIS. Jedná se o high 
grade,  plošné,  plazivé  postižení  sliznice  močového  měchýře,  která  může  být  snadno 
přehlédnuta při běžném cystoskopickém vyšetření. CIS, pokud je neléčen, až v 54% pacientů 
přechází  v invazivně rostoucí karcinom. Povrchový high grade karcinom močového a CIS 
jsou cílem naší výzkumné snahy. Léčba těchto forem karcinomu močového měchýře spočívá 
v kompletní  endoresekci tumoru v kombinaci  s následnou Bacillus Calmette-Guérin (BCG) 
intravezikální  instalační  imunoterapií.  Alternativou  této  léčby  radikální  cystektomie. 
Rozhodovaní v běžné klinické praxi mezi touto konzervativnější a radikální metodou je často 
velmi složité.  Na jedné straně je obava ze selhání konzervativní terapie a ztráty času před 
radikálním řešením, která může mít zásadní dopad na onkologickou prognózu pacienta. Na 
straně druhé,  obava z overtreatmentu,  zbytečné mutilace  pacienta  a snížení  kvality  života, 
která  je  spojena  s radikální  cystektomií.  Určitou  formou  pomoci  je  např.  určování  skóre 
rekurence  či  progrese  onemocnění  dle  doporučení  Evropské  Urologické  Společnosti. 
Nicméně  jednoznačný  klinický  či  biochemický  marker,  který  by  dokázal  odlišit  pacienty 
vhodné a nevhodné k BGG terapii,  neexistuje. Cílem našeho výzkumu je pokusit se odlišit 
tyto  dvě  skupiny  pacientů  pomocí  analýzy  metylačních  změn,  ke  kterým  dochází 
v karcinogenezi  uroteliálního  karcinomu.  Etiologii  malignit,  včetně  karcinomu  močového 
měchýře, bývá multifaktoriální. Na jejím vzniku se podílí vliv zevního prostředí, genetické a 
epigenetické  procesy.  Epigenetika  je  podobor  genetiky  zabývající  nemorfologickými 
změnami DNA, která však hrají  důležitou roly v karcinogenezi.  Mezi epigenetické změny 
patří  např.  metylace  DNA či  acetylace  histomů.  Metylace  DNA probíhá  jako  kovalentní 
chemická vazba metylové skupiny na C-5 (uhlík v pozici 5) cytosinového kruhu. Nejčastěji se 
metylace  cystosinu  vyskytuje  v místě  sekvence  5-CG-3 je  zprostředkována DNA cytosin-
metyltransferázou.  Změny  metylací  v daných  oblastech  DNA  vedou  následně  ke  změně 
exprese  tohoto  genu.  Z hlediska  karcinogeneze  jsou  nejvýznamnější  změny  metylací 
v promotorových oblastech tumor supresorových genů        
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4. Cíle disertační práce

Přes široké a detailní znalosti patogeneze, diagnostiky a léčby karcinomu močového 
měchýře.  Zůstává  řada  nejasných oblastí.  Na některé  z nich  byl  soustředěn zájem našeho 
výzkumu.  Konkrétně  se  jednalo  o  high grade NMIBC a  CIS močového měchýře.  V této 
oblasti  jsme  se  zaměřili  na  vlastní  výsledky  léčby  BCG vakcínou  a  možnostmi  predikce 
odpovědi  nádoru  na  tuto  léčby  s využitím  analýzy  epigenetických  změn  v tkáni  nádoru. 
Pro výzkumnou část práce jsme si stanovili tři základní cíle: 

1.  Retrospektivní  zhodnocení  výsledků  léčby  u  pacientů  s high  grade NMIBC  a  CIS 
močového měchýře, kteří absolvovali BCG instalační terapii.

2. Studium epigenetických změn ve tkáni high grade NMIBC a CIS. 

3. Hledání epigenetického markeru predikujícího léčebnou odpověď BCG vakcíny v léčbě 
high grade NMIBC a CIS.

5. Výzkumná část

5.1. Retrospektivní zhodnocení výsledků léčby u pacientů s high grade NMIBC a CIS 
močového měchýře, kteří absolvovali BCG instalační terapii

5.1.1. Cíl

BCG vakcína patří v současnosti k nejúčinnější nechirurgické metodě léčby vysoce 
maligního onemocnění urotelu.  Na našem pracovišti má tato léčebná metoda dlouhodobou 
tradici a patří ke standardní léčbě indikovaných pacientů. Cílem této častí bylo zhodnocení 
dlouhodobých výsledků léčby pacientů s využitím instalace BCG vakcínou. 

 5.1.2. Soubor a metoda

Retrospektivně  jsme  zhodnotili  data  82  pacientů  s povrchových  high  grade 
karcinomem  močového  měchýře  (Ta,  T1,  CIS),  kteří  prodělali  instilační  BCG  terapii 
po kompletní endoresekci tumoru na Urologické klinice FN Hradec Králové. Základní soubor 
byl rozdělen do dvou podskupin a to na skupinu s dobrou odpovědí a skupinu se selháním 
léčby. Do skupiny pacientů s BCG selháním byli zařazeni pacienti, kde došlo buď k rekurenci 
či  progresi  onemocnění  nebo dokonce  zemřeli  na  chorobu  během sledování.  Do skupiny 
pacientů s dobrou odpovědí byli zařazení ti, kde během sledování nedošlo k rekurenci high 
grade  karcinomu  či  jeho progresi  v invazivní  nebo  metastatický  tumor.  Doba  sledování 
pacientů byla 2 až 13 roků. K zařazení do studie musely být splněny následující podmínky: 
kompletní,  hluboká  resekce  tumoru  s přítomností  svaloviny  detrusoru  ve  vzorku,  žádná 
předchozí  instilalční  terapie,  kompletní  6  -týdenní  indukční  terapie  BCG  vakcínou 
následovanou  udržovací  BCG  terapií.  Schéma  podávaní  udržovací  BGG  terapie  není 
jednoznačně definováno žádnými doporučeními. Na Urologické klinice FNHK je dodržován 
protokol udržovací BCG terapie, spočívající v aplikaci BCG vakcíny v tříměsíčních cyklech. 
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V každém cyklu jsou podány 3 dávky v týdenních intervalech. Doba trvání udržovací terapie 
byla minimálně 12 měsíců, pokud nedošlo k selhání terapie dříve. Pacienti absolvují každé 3 
měsíce kontrolní cystoskopii. Tyto definované podmínky splnilo 66 pacientů a ti byli zařazeni 
do studie. U sledovaného souboru jsme hodnotili demografická data: věk, pohlaví, životní styl 
(kouření).  Dále  jsme  hodnotili  charakteristiky  nádoru:  velikost  tumoru (<  3  cm/≥  3  cm), 
přítomnost  či  nepřítomnost  CIS  ve  vzorku.  U  všech  tumorů  se  vypočítalo  EORT  skóre 
rekurence  a  progrese.  Dále  byla  zhodnocena  celková  léčebná  odpověď na  podanou  BCG 
vakcínu.  Pokud  došlo  k selhání  léčby  byla  hodnocena  doba  do  selhání  a  jeho  závažnost 
(rekurence,  progrese,  smrt).  Pro  porovnání  věku  a  skórů  mezi  skupinami  byl  použit 
neparametrický Mann-Whitney test. Pro parametrická data byl užit χ2 test.

5.1.3. Výsledky

Celkově  bylo  zhodnoceno  66  pacientů.  Léčebná  odpověď  byla  pozorována 
u 45 (68 %) pacientů, selhání BCG léčby u 21 (32 %) pacientů. Ve skupině selhání se jednalo  
o rekurenci onemocnění u 15 (23 %) pacientů a  progresi onemocnění u 6 (9 %) pacientů. 
3  (5 %) pacienti  zemřeli  na karcinom močové měchýře.  Průměrná  doba do selhání  BCG 
terapie byla 10 měsíců. 

Obě  skupiny  pacientů  s tumory  (BCG  odpověď  i  selhání)  byly  homogenní, 
bez statisticky významných odchylek. Mezi oběma skupinami BCG nebyl signifikatní rozdíl 
v pohlaví, velikosti tumoru, přítomnosti CIS a kuřáctví. BCG selháním bylo spojené s vyšším 
skórem  rekurence  (p=0,0109).  Skóre  progrese  nebylo  spojeno  se  statistickou  signifikací 
s BCG selháním v naší skupině pacientů (p=0,188). Data jsou prezentována tabulkou (Tab. 1).

Tab. 1: Demografická charakteristika obou podskupin pacientů

Charakteristika 
    

BCG 
selhání
(n=16)

BCG 
odpověď
(n=41)

kontrola
 (n=13)

p1 p2

Věk (průměr) 68 (51-79) 67 (42-84) 67 (60-73) 0,903 0,901
Kouření  n (%) 8 (50 %) 30 (73 %) 11 (85 %) 0,325 0,0619
Mužské pohlaví n (%) 13 (81 %) 34 (83 %)            11 

(85 %)
1,00 1,00

Velikost tumoru nad 
3cm  n (%)

7 (44 %) 22 (54 %) - - 0,770

Skóre rekurence 
(průměr) 

10 (6-13) 8 (2-12) - - 0,0109

Skóre progrese     
(průměr) 

14 (10-20) 12 (5-20) - - 0,188

Přítomnost CIS n (%) 5 (31 %) 14 (34 %)                   - - 1,00

p1- porovnání mezi kontrolní skupinou a pacienty s nádory (obě podskupiny).
p2  - porovnání mezi skupinou pacientů se selháním a odpovědi na léčbu

5.1.4. Závěr

V našem souboru pacientů byl potvrzen dobrý klinický efekt BCG instilační terapie 
u pacientů  high grade NMIBC a CIS močového měchýře.  Meta-analýzy klinických studií 

8



potvrdily  příznivý  efekt léčby  BCG  ve  srovnání  jen  se samotnou  endoresekcí  tumoru  či 
endoresekci spojenou s instilační chemoterapii. BCG terapie snižuje u této skupiny pacientů 
riziko  progrese  až  o  27  %.  Bez  léčby,  až  54  %  pacientů  s CIS  progreduje  v invazivní 
karcinom močového měchýře.  U našich pacientů nebyla spojena přítomnost CIS ani vyšší 
skóre progrese s vyšším rizikem selhání léčby, což neodpovídá očekávaným předpokladům. 
Vysvětlením může být pravděpodobně nedostatečná velikost souboru. 

5.2. Studium epigenetických změn ve tkáni high grade NMIBC a CIS

5.2.1.Cíl

Na onkogenezi  nádorového onemocnění  se  podílí  více  faktorů.  Mezi  zásadní  patří 
změny  genetické  a  epigenetické  výbavy  mateřské  uroteliální  buňky.  Jednou  z  nejčastěji 
studovaných epigenetických změn je metylace DNA. Cílem této  části  výzkumu bylo ověřit 
dopad  známých  vybraných  metylací  supresorových  genů  na  rozvoj  karcinomu  močového 
měchýře či odhalení nových tumor supresorových genů, jejichž metylace se podílí v procesu 
kacinogeneze karcinomu močového měchýře. 

 5.2.2. Soubor a metoda

V archivu patologického  ústavu byly  vyhledány vzorky tumorů všech 66 pacientů 
s high grade NMIBC a CIS močového měchýře, kteří splnili definované podmínky             pro 
zařazení  do  studie.  Reprezentativní  vzorek  tumoru  byl  následně  předán  biochemikům 
k  epigenetickému  zpracování.  Kontrolní  tkáň,  normální  (nemaligní)  sliznice  močového 
měchýře, byla získána od 13 pacientů, kteří podělali cystektomii pro nemaligní (např. píštěl) 
či  maligní  (tumor  části  měchýře)  indikaci.  Výzkumní  záměr  byl  schválen  Etickou  komisí 
našeho pracoviště. Z dodané tkáně tumoru a kontrolní tkáně byla unikátní metodou izolovaná 
DNA, která byla následně využita pro samotnou epigenetickou analýzu. Z palety možných 
epigenetických změn byla na základě literárního průzkumu a dostupnosti laboratorních metod 
zvolena analýza změn metylací DNA v nádorové tkáni. Pro samotnou metylační analýzu byla 
zvolena metoda  Methylation-Specific  Multiplex  Ligation-Dependent  Probe  Amplification 
(MS-MLPA). K  dosažení  cíle  bylo  nutno  porovnat  výsledky  metylační  analýzy  mezi 
tumorózní tkání a kontrolní nepostiženou tkání. Pro porovnání výskytu genů mezi skupinami 
byl použit Fisherův přesný test rozdílu dvou relativních hodnot. Jako signifikantní byla určena 
p-value <0.05. Byla užita Bonferroniho modifikace signifikace.

 Izolace DNA

Parafinové  vzorky  tumoru  močového  měchýře  byly  získány  z archivu  patologické 
kliniky. Všechny vzorky byly připraveny a zkontrolovány zkušeným patologem. Podmínkou 
zařazení  do  kontrolní  skupiny  byla  makroskopicky  i  mikroskopicky  normální  sliznice 
močového měchýře.  Touto selekcí prošla pouze 1/3 získaných vzorků. Vzorky byly získány 
na základě informovaného souhlasu získaného od pacienta před plánovaným výkonem. DNA 
byla  izolována  z tkáňových  vzorků  fixovaných  ve  formalínu,  zalitých  v  parafínu  pomocí 
Qiagen DNA extrakčního kitu (Hilden, Germany) dle protokolu výrobce s minimem úprav 
(Obr. 21). Izolace DNA z tkáňových vzorků fixovaných ve formalínu, zalitých v parafínu se 
skládá z 6-ti  základních  kroků. Prvním krokem je  odstranění  parafínu jeho rozpuštěním v 
xylenu. Dalším krokem je lýza vzorku působením proteinázy K (56 oC, přes noc). Třetím 
krokem je inkubace při 70 oC (10 minut), při níž dochází ke zvrácení formalínem vyvolaného 
zesíťování.  Následuje navázání  DNA na membránu a odstranění  kontaminujících  nečistot. 

9



Posledním šestým krokem je eluování koncentrované DNA z membrány. Měření koncentrace 
izolované DNA bylo provedeno dle protokolu výrobce pomocí dvou technik: fluorimetricky 
(Qubit, Invitrogen) a spektrofotometricky (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific). 

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

V naší  práci  byly  použity  dva  MS-MLPA kity:  ME001 a  ME004 (MRC-Holland, 
Amsterdam, The Netherlands), které mohou analyzovat atypickou metylaci u několika tumor 
supresorových genů (Tab. 2). Sekvence prob, genová místa a pozice na chromozómu mohou 
být nalezeny na http://www.mlpa.com. Metylace jednotlivých genů byla stanovena pomocí 
dvou prob, které obsahovaly různá Hha1 restrikční místa. Experimentální postup byl proveden 
podle protokolu výrobce, s minimem modifikací. 

Tab. 2: Vybrané geny pro metylační analýzu: MS-MLPA (KIT ME001 a KIT ME004) 

Gen Název Sondy 
Lokus 

chromozomu

TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 02255-L03752 22q12.3 

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 11q22.3 

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-L00949 17p13.3 

CHFR 
Checkpoint with forkhead and ring 
finger domains, E3 ubiquitin protein 
ligase 

03813-L03753 12q24.33 

BRCA1 Breast cancer 1 05162-L04543 17q21.31 

CASP8 
Caspase 8, apoptosis-related cysteine 
peptidase 

02761-L02210 2q33.1 

CDKN1B Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 07949-L07730 12p13.1 

KLLN 
Killin, p53-regulated DNA replication 
inhibitor 

02203-L08261 10q23.3 

BRCA2 Breast cancer 2 04042-L03755 13q12.3 

CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 03817-L01731 11p13 

RASSF1 (a) 
Ras association (RalGDS/AF-6) domain 
family member 1 

02248-L01734 3p21.31 

DAPK1 Death-associated protein kinase 1 01677-L01257 9q21.33 

VHL Von Hippel-Lindau tumor suppressor 03810-L01211 3p25.3 

ESR1 Estrogen receptor 1 02202-L01700 6q25.1 

RASSF1 (b) 
Ras association (RalGDS/AF-6) domain 
family member 1 

03807-L02159 3p21.31 

TP73 Tumor protein p73 04050-L01263 1p36.32 
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FHIT Fragile histidine triad 02201-L01699 3p14.2 

IGSF4 Cell adhesion molecule 1 03819-L03848 11q23.3 

CDH13 Cadherin 13, H-cadherin 07946-L07727 16q23.3 

GSTP1 Glutathione S-transferase pi 1 01638-L01176 11q13.2 

MLH1 (b) MutL homolog 1 02260-L01747 3p22.2 

EPHB2 Ephrin receptor B2 07910-L07623 1p36.1 

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 10344-L10882 18q21.3 

PTEN Phosphatase and tensin homolog 10345-L11988 10q23.3 

NF1 (a) Neurofibromin 1 03845-L03318 17q11.2 

RARRES1 
Retinoic acid receptor responder 
(tazarotene induced) 1 

03308-L13245 3q25 

TERT Telomerase reverse transcriptase 10346-L10884 5p15.3 

THBS1 Thrombospondin 1 02739-L02166 15q15 

SFRP1 (a) Secreted frizzled-related protein 1 10564-L13246 8p11.2 

IGF2R (a) Insulin-like growth factor 2 receptor 02800-L02185 6q26 

NF1 (b) Neurofibromin 1 03844-L03317 17q11.2 

TWIST1 Twist homolog 1 07015-L06626 7p21.2 

APAF1 (a) Apoptotic peptidase activating factor 1 09165-L09458 12q23.1 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen 03955-L03394 20p12.3 

DNAJC15 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, 
member 15 

03297-L02661 13q14.1 

NTRK1 
Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, 
type 1 

03970-L03357 1q23.1 

PXMP4 (a) Peroxisomal membrane protein 4 03303-L13247 20q11.2 

MEN1 (a) Multiple endocrine neoplasia I 09168-L09461 11q13.1 

LMNA Lamin A/C 12287-L13799 1q22 

APAF1 (b) Apoptotic peptidase activating factor 1 09166-L09459 12q23.1 

PCCA 
Propionyl CoA carboxylase, alpha 
polypeptide 

08676-L08688 13q32.3 

PAX6 Paired box 6 03748-L03208 11p13 

RBM14 RNA binding motif protein 14 09429-L09678 11q13 

MUS81 (a) MUS81 endonuclease homolog 09157-L09315 11q13.1 

IGF2R (b) Insulin-like growth factor 2 receptor 02801-L02186 6q26 

SFRP1 (b) Secreted frizzled-related protein 1 10563-L11109 8p11.2 

GATA4 GATA binding protein 4 03754-L13255 8p23.1 

PXMP4 (b) Peroxisomal membrane protein 4 03304-L13248 20q11.2 

MEN1 (b) Multiple endocrine neoplasia I 09167-L09460 11q13.1 

MUS81 (b) MUS81 endonuclease homolog 10574-L09314 11q13.1 

WIF1 WNT inhibitory factor 1 10361-L10899 12q14.3 
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V krátkosti, DNA (100 ng) byla rozpuštěna v 5 μl TE-pufru (10 mM Tris·Cl; 0,5 mM 
EDTA; pH 9,0), denaturována a následně ochlazena na 25 °C. Po přidání směsi prob, byly 
proby přes  noc  hybridizovány  (16-18 hodin)  při  60  °C.  Následně  byly  vzorky rozděleny 
na dva podíly: jedna polovina vzorku byla přímo ligována, zatímco druhá polovina vzorku 
byla společně s ligázou vystavena působení restrikční endonukleázy Hha1 (30 minut při 49 
°C).  Toto  štěpení  způsobilo  ligaci  pouze  nenaštěpené  (metylované)  DNA  sekvence. 
Amplifikační  PCR reakce  byla  provedena  ve standardním termocykléru  (GeneAmp 9700, 
Applied Biosystems) a využívala teplotní profil: 35 cyklů denaturace při 95 oC 30 s, annealing  
při 60 oC 30 s a extenze při 72 oC 1 minutu, zakončeno závěrečnou extenzí 20 minut při 72 oC. 
Alikvoty PCR reakce (0,6 μl) byly smíchány s 0,2 μl vnitřního standardu GeneScan™ –500 
LIZ® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a 9,0 μl formamidu. Po denaturaci byly 
fragmenty separovány a kvantifikovány na ABI3130 kapilárním sekvenátoru a analyzovány 
pomocí GeneMapper 4,0 (oba Applied Biosystems). Plochy píků s odpovídající velikostí párů 
bází  (bp)  byly použity  pro další  zpracování  dat.  Poměr metylace  byl  získán následujícím 
výpočtem: Dm = (Px / Pctrl) Dig / (Px / Pctrl) Undig, kde Dm je poměr metylace,  Px je 
plocha píku dané sondy, Pctrl je součet ploch píků všech kontrolních sond, Dig znamená HhaI 
štěpený vzorek a Undig neštěpený vzorek. Dm se může pohybovat od 0 do 1,0 (odpovídá 0 % 
-100 % metylované DNA). Na základě předchozích experimentů jsme považovali promotor 
za metylovaný, pokud Dm ≥ 0,2, což odpovídá 20 % metylované DNA. CpG univerzálně 
metylovaná a nemetylovaná DNA (Zymoresearch, Irvine, CA, USA) byly použity v každém 
běhu jako kontroly.

 5.2.3. Výsledky

Kompletní nebo částečná metylační analýza byla provedena u 57 pacientů s tumorem 
měchýře  a  13 kontrolních  pacientů.  Izolace  DNA byla  neúspěšná  u  9  pacientů,  kde tedy 
metalační analýzu nebylo možno provést. U povrchového  high grade karcinomu močového 
měchýře byly zjištěny změny metylací v porovnání s kontrolní tkání u těchto genů: WIF1, 
GATA4,  TERT,  BLC2,  CDH13,  RASSF1a,  RASSF1b,  TP73,  CDKN2B,  APC,  TWIST1, 
PTEN,  SFRP1b.  Zcela  nově  byly  námi  identifikovány  změny  metylací  genů  MUS81a, 
NTRK1 a PCCA.

5.2.4. Závěr

Genetické a epigenetické změny hrají důležitou roli v rozvoji karcinomu močového 
měchýře. Odhalení metylací nových tumor supresorových genů, které se podílejí na procesu 
karcinogenezi karcinomu močového měchýře, může vést k hlubšímu pochopení těchto změn a 
ke zlepšení diagnostiky i léčby této život ohrožující choroby. V naší práci jsme nově prokázali 
signifikantní  změny  metylací  genů  MUS81a,  NTRK1  a  PCCA  jež  nebyly  prokázány 
ve zdravé uroteliální tkáni. Změny metylací DNA v nádorových buňkách se jeví jako velmi 
nadějné téma dalšího vědeckého výzkumu.
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5.3. Hledání epigenetického markeru predikujícího léčebnou odpověď BCG vakcíny v 
léčbě high grade NMIBC a CIS

5.3.1. Cíl

Při  našem  výzkumu  byly  jednoznačně  prokázány  rozdíly   v metylaci  DNA 
nádorových, uroteliálních buněk ve srovnání se zdravým urotelem. Úroveň metylačních změn 
u  high grade a CIS karcinomu močového měchýře není homogenní. Otevírá se otázka, zda 
různé úrovně těchto změn mohou mít klinický dopad na biologické chování nádoru, odpověď 
na podávanou léčbu či prognózu onemocnění. Dominantní nechirurgickou metodu high grade 
a CIS karcinomu močového měchýře je intravezikální  aplikace  BCG vakcíny.  Cílem naší 
práce  bylo  ověřit  hypotézu,  že  přítomnost  či  absence  námi  vybraných  genů  koreluje 
s klinickou odpovědí na podanou BCG léčbu. 

5.3.2. Soubor a metoda

Byla  provedena  statistická  analýza  dat  57  pacientů  s  high  grade NMIBC  a  CIS 
močového měchýře, u kterých byla úspěšně dokončena metylační analýza (viz kapitola 3.3.). 
Tento základní soubor byl rozdělen na základě znalostí dalšího vývoje onemocnění po podání 
BCG vakcíny. Soubor byl rozdělán na skupinu s dobrou odpovědí na BCG léčbu (n=41) a 
s BCG selháním (n=16). Statistickými metodami byly hodnoceny rozdíly metylačních změn 
DNA  mezi  oběma  skupinami.  Pro  porovnání  výskytu  genů  mezi  skupinami  byl  použit 
Fisherův přesný test rozdílu dvou relativních hodnot. Jako signifikantní byla určena p-value 
<0,05. Byla užita Bonferroniho modifikace signifikace.

5.3.3. Výsledky

Ze všech 56 analyzovaných genů byly odhaleny signifikantní změny metylací u dvou 
genů.  Nepřítomnost  metylací  genů CDKN2B (p=0,00312**) a  MUS81a (p=0,0191*) byla 
spojena se selháním BCG léčby.

5.3.4. Závěr

Na základě  výstupu  naší  práce  a  dosud  publikovaných  dat,  mají  změny  metylací 
vybraných  tumor  supresorových  genů  potenciál  v předpovědi  léčebné  odpovědi  BCG 
instilační  terapie,  u  pacientů  s povrchovým high grade  karcinomem močového měchýře92. 
Nicméně zatím je stále málo dat pro bezpečné využití v běžné klinické praxi. Metylace tumor 
supresorových genů jako PMF-1, MSH6, THBS1, CDKN2B a MUS81 jsou velmi nadějné 
pro další výzkum. 
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