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1. Souhrn

V nasi praci jsme se zabyvali studiem zmén v metylaci DNA u ovariélniho karcinomu.
Vzhledem Kk agresivité tohoto onemocnéni je velice dilezité podrobné zmapovat molekularné
biologické parametry vcetné téch epigenetickych, jez by pozd¢ji mohly byt vyuzity jak
Vv diagnostice, tak 1écb¢ ovarialniho karcinomu. Nejprve jsme se zaméfili na zavedeni a
zoptimalizovani technik vhodnych pro analyzu metylace DNA izolované z parafinovych
blocki. Dalsim krokem byla analyza vybranych CpG mist pfedevSim tumor supresorovych
gend.

Tkanové vzorky ovaridlnich adenokarcinomi a normalni ovarialni tkané fixované
formalinem, zalité parafinem byly ziskdny od 109 Zen (69 pacientek s ovaridlnim
karcinomem, 40 pacientek s nenddorovymi ovarii) 1é¢enych na Porodnické a gynekologické
Klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové. VVzorky nenadorovych ovérii byly ziskany od
pacientek operovanych pro nemaligni diagnézu. DNA byla izolovana pouzitim Qiagen DNA
extrakéniho kitu.

Zavedli a zoptimalizovali jsme dvé metodiky — MSP (metylaéné specifickou PCR) a
MS-MLPA (Methylation Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Zjistili
jsme, ze pro analyzu metylace malo kvalitni DNA izolované z parafinovych blockl je
vhodnéjsi MS-MLPA nez MSP. Tato skutecnost je dana predevsim tim, ze MS-MLPA
nevyzaduje pomérné€ agresivni hydrogensifi¢itanovou pfeménu.

Pomoci MSP pro gen TP53 a GATA4 se nam podafilo odhalit statisticky vyznamné
vys§i pfitomnost metylace sledovanych CpG oblasti genu TP53 a GATA4 u vzorkd
ovarialniho karcinomu v porovnani s nenadorovou ovarialni tkani. Pfitomnost metylace ve
sledované oblasti GATA4 genu byla statisticky vyznamné vy$$i u endometroidniho typu
Vv porovnani se ser6znim typem ovarialniho karcinomu.

Dalsi ¢asti studie bylo vySetfeni metyla¢niho profilu vybranych genti pomoci MS-
MLPA. Pro tuto studii jsme zvolili k analyze dva kity dodavané firmou MRC-Holland a
analyzovali jsme pomoci nich 47 tumor supresorovych gent. Statisticky vyznamné vyssi
frekvenci metylace jsme pozorovali u geni MGMTa, PAX5, CDH13, WT1, THBSI,
GATAS, NTRK1, GATA4 a WIF1 u nadorové skupiny vzorkd v porovnani s nenadorovou
skupinou, zatimco u ESR1 genu jsme pozorovali vyznamné vyssi frekvenci metylaci v
kontrolni skupiné ve srovnani s nadorovou skupinou. Frekvence metylace jednotlivych CpG
mist vyznamné korelovala s klinicko-patologickymi charakteristikami, jako je stadium,
grading a histologicky typ nadoru ovarii.

Tato pozorovani potvrzuji dilezitost metylace DNA u ovaridlniho karcinomu.
Vzhledem K tomu, Ze zmény v metylaci DNA jsou Casto pozorovany jako jedny z prvnich
zmén doprovazejicich karcinogenezi, mohly by byt vyuzity jako markery Casnych stadii ¢i
dokonce prekanceroznich stavii. VySe uvedené epigenetické charakteristiky mohou mit v
budoucnu své vyuziti v programu screeningu ovarialniho karcinomu, terapeutickém pfistupu a
individualizaci 1é¢by zejména u platina rezistentnich naddora ovarii.



2. Summary
DNA methylation changes in ovarian cancer patients.

In our work we studied DNA methylation changes in ovarian cancer. Due to the
aggressive nature of this disease, it is very important to obtain detailed mapping of molecular
parameters including epigenetics. These parameters could potentially be used in the
diagnostics and treatment of ovarian cancer. To begin with, we focused on establishing and
optimizing techniques which are suitable for methylation analysis of DNA isolated from
paraffin blocks. The next step was to analyze selected CpG loci primarily of tumor suppressor
genes.

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples from both ovarian adenocarcinomas
and normal ovarian tissue were obtained from 109 women (69 patients with ovarian cancer,
40 patients with normal ovarium) treated at the Department of Obstetrics and Gynecology,
University Hospital Hradec Kralove. The samples of normal ovary were obtained from
patients surgically treated for non-malignant diagnosis. DNA was extracted using a Qiagen
DNA extraction kit.

We established and optimized two techniques — MSP (Methylation specific PCR) and
MS-MLPA (Methylation Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). We
discovered that for methylation analysis of poor quality DNA isolated from paraffin blocks
MS-MLPA is more suitable than MSP. This is because MS-MLPA analysis does not require
aggressive bisulphite conversion.

Using MSP for TP53 and GATA4 we demonstrated statistically-significant higher
promoter methylation in analysed CpG loci of TP53 and GATA4 genes in ovarian cancer
patients than in the control group. GATA4 showed statistically-significant higher methylation
in the endometrioid tumor type compared with the serous histological type of ovarian
carcinoma.

The next part of our study was to investigate the methylation profile of selected genes
using MS-MLPA. For analysis in this study we selected two sets from the company MRC-
Holland. Using these sets we analysed 47 tumor suppressor genes. We observed significantly
higher methylation in genes MGMTa, PAX5, CDH13, WT1, THBS1, GATA5, NTKR1,
GATA4 and WIF1 in the ovarian cancer group compared with the control group, while in the
ESR1 gene we observed significantly higher methylation in the control group compared with
the ovarian cancer group. The methylation frequency of each CpG locus significantly
correlated with clinicopathological characteristics including tumor stage, histological grade
and histological type of ovarian cancer.

These findings confirm the importance of DNA methylation in ovarian cancer. Since
DNA methylation changes are often observed as one of the first changes in carcinogenesis,
they could be potentially used as early-stage markers. In the future these epigenetic
characteristics could be used in a screening programme for ovarian cancer and treatment, and
in individualization of therapy especially in platinum-resistant ovarian cancer.



3. Uvod do problematiky

Nadorova onemocnéni piedstavuji jednu z nejéastjsich pii¢in umrti jak v Ceské
republice, tak v celosvétovém métitku. Znalost molekularné biologickych vlastnosti nadorové
tkang, vcetné epigenetickych, hraje dulezitou roli zejména v moderni diagnostice a Iécbé
nadorovych onemocnéni.

Pro efektivni 1écbu nadorovych onemocnéni je nezbytna Casna a piesna diagndza
S moznosti optimalizace terapie a minimalizace nezadoucich Gc¢inkt, coz plati pro ovarialni
karcinom dvojnasob. Casna diagnéza tohoto nadorového onemocnéni  spolu
s individualizovanou terapii mohou snizit umrtnost a zlepSit perspektivu a kvalitu zivota
pacientek. Uziti molekuldrné biologickych technik, véetné analyzy metylaci DNA se stava
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vhodné terapii.
3.1 Ovarialni karcinom

Ovaridlni karcinom je celosvétové nejcastéj$i pricinou umrti pacientek s
gynekologickymi zhoubnymi nadory. Je zastoupen 5% mezi vSemi nadory u Zen, ze
zhoubnych nadort reprodukénich organt tvoti 23% (Cibula, D. et al., 2009). V roce 2010
bylo v CR diagnostikovano 1107 karcinomti vaje¢niki, tj. 20,64 piipadi na 100 tisic Zen. V
roce 2010 byl karcinom vaje¢niki v CR piicinou 675 umrti (www.svod.cz). Prestoze byla
1¢¢bé zhoubnych nadoril ovaria vénovéana velkd pozornost, vysledky pteziti pacientek se za
poslednich 20 let zlepSily pouze minimalné, a to spiSe v disledku centralizace do center.
Median vyskytu epitelidlniho ovaridlniho karcinomu je kolem 60-64 let. Incidence vyrazné
nartsta s vékem. Vyznamné vyss§i incidence ovarialniho karcinomu ptedev$im v mladSich
vékovych skupindch je asociovdna s hereditdrnimi syndromy: mutace genu BRCA1 a 2 a
Lynchav syndrom. Ocekava se, ze béhem nasledujici 10-ti let incidence karcinomu ovaria
vyrazné klesne v disledku uzivani hormonalni antikoncepce (Cibula, D. et al., 2009).

Vzhledem ke Spatnym vysledkim 1écby pokrocilych stadii je velkd pozornost
vénovana zejména moznostem casného zachyceni ovaridlniho karcinomu. Diskutovany je
populacni screening a screening familiarniho ovarialni karcinomu. Populacni screening je
v soucasné dob& povazovan za naroCny, drahy a malo efektivni, pfedevS§im v dasledku
relativné nizké incidence onemocnéni v populaci a nejednoznaénym vysledkiim rozsahlych
publikovanych studii. Aktualné je doporucovan screening ovarialniho karcinomu provadét u
Zen ve vysokém riziku (zejm. vrozené mutace v BRCAL1 a BRCA2) pomoci transvaginalni
sonografie (TVS) a séroveho nadorového antigenu CA-125.

V poslednich letech je velky duraz kladen na nalezeni novych tumorovych markert
pro casnou detekci ovaridlniho karcinomu. Kromé jiZz zminovaného sérového nadorového
antigenu CA-125 se ukazuje, Ze by mohl byt vyuzivan napiiklad HE-4 (Human epididymis
protein 4) a to zejména v kombinaci s CA-125 (Moore, RG. et al., 2009). Z dalsich
nadorovych markert mizeme uvést LPA (Lysophosphatic acid), M-CSF (Macrofage colony
stimulating factor), prostatin, osteopontin, inhibin a kallikrein (Jacobs, 1J. and Menon, U.,
2004).

3.2 Epigenetické zmény doprovazejici nadorova onemocnéni

V procesu karcinogeneze Casto dochdzi k epigenetickym zménam. Takovéto zmény
jsou definovany jako dédicné zmény v genové expresi, které vSak mohou byt reverzibilni a
nedochdzi pfi nich ke zménam kodujicich sekvenci bazi v polynukleotidovém fetézci DNA.
Dochazi tedy k pozménéni fenotypu, aniz by pii tom doSlo ke zmé€ndm v genotypu.



Epigenetické zmény zahrnuji metylaci DNA, modifikaci histonli, pfestavbu chromatinu a
posttranskripéni genovou regulaci pomoci miRNA. Epigenetické zmény mohou byt
indukovany jak genetickymi faktory, tak vlivem prostiedi.

Nejcastéjsi epigenetickou alteraci je metylace DNA. Pii metylaci dochdzi k vazbé
metylové skupiny na 5" uhlik cytosinu za vzniku 5-metylcytosinu. Déje se tak pienosem
metylu z S-adenosyl-methioninu na C5 pozici cytosinu v dinukleotidovéem kontextu CpG.
DNA metylace hraje nepostradatelnou roli v kontrole genové aktivity a je dilezita pro
architekturu bunééného jadra (Esteller, M., 2008), podili se na regulaci transkripce, stabilité
chromozomu, genomickém imprintingu a inaktivaci X- chromozomu (Bird, A., 2002), dale
ma dtlezitou roli ve vyvoji a chrani genom pied transpozony.

Pti maligni transformaci dochazi k celkové hypometylaci DNA a k hypermetylaci
CpG ostruvki v promotorovych oblastech gent (Barton, CA. et al., 2008). Ztrata metylace je
zpusobena hlavné¢ hypometylaci opakujicich se sekvenci DNA a demetylaci kodujicich
regionti a intronud (Esteller, M., 2008). Hypermetylace CpG ostruvki v misté¢ genového
promotoru je ¢astym mechanismem inaktivace tumor supresorovych gend. Jednd se tedy o
uréitou hypotézu onkogenetické transformace (Herman, JG. and Baylin, SB., 2003).
Inaktivace tumor supresorovych genit muze byt kromé hypermetylace zpusobena také mutaci
¢i deleci.

Nejzajimavéjsi  vyhlidky pro onkology predstavuje potencialni reverzibilita
epigenetickych zmén a vyuziti alteraci v metylaci DNA k predikci senzitivity riznych nadori
k chemoterapeutiklim. NejpfesvédCivéjsim dikazem je hypermetylace MGMT u glioma.
Hypermetylace MGMT je vyznamnym nezavislym ukazatelem odpovédi na temozolomid u
gliomt (Hegi, ME. et al., 2005). Jinym ptikladem genu, jehoz metylace je asociovana s
rezistenci je DNA mismatch repair gene MLHI1. Ztrata MLH]1 je asociovana se zvySenou
rezistenci k derivatim platiny in vitro (Strathdee, G. et al., 1999, Zeller, C. et al., 2012). V
soucasn¢ dob¢ rozsahly vyzkum zabyvajici se epigenetickymi alteracemi podporuje hypotézu,
ze ziskand rezistence k chemoterapeutikim je disledkem akumulace epigenetickych zmén.
Terapie zalozend na epigenetickych zméndch miize tedy zahrnovat zejména demetylacni
¢inidla, inhibitory HDAC a miRNA.

3.3 Odchylky v metylaci DNA u ovarialniho karcinomu

Podobné, jako je tomu u ostatnich nddorovych onemocnéni, dochdzi i u ovaridlniho
karcinomu ve srovnani s normalni zdravou ovarialni tkani k celkové hypometylaci
heterochromatinu a k lokalni hypermetylaci CpG ostruvka (Barton, CA. et al., 2008).

V soucasné dobé jiz byla v né&kterych piipadech ovaridlniho karcinomu prokazana
vyznamna hypermetylace genti nepostradatelnych pii odpovédi buiikky na poSkozeni DNA,
genu podilejicich se na opravé DNA, regulaci proliferace a apoptdzy. U nékterych geni je
dokonce hypermetylace spojena se snizenou expresi téchto gent.

Jednim z nejvice studovanych gentli v souvislosti s ovarialnim karcinomem je BRCA1
(breast cancer susceptibility gen 1), a to hlavné diky jeho znamé roli v dédi¢nych formach
ovarialniho karcinomu. Hypermetylace BRCA 1 promotoru se vyskytuje u ovarialniho
karcinomu a karcinomu prsu (Esteller, M. et al., 2000) a je spojovana se sniZzenim exprese
BRCAL (Chan, KY. et al., 2002). Vyuziti sledovani promotoru BRCA1 se ukazuje jako
uzitetné v predikci odpovédi na chemoterapii, pficemz vysSi metylacni index je asociovan s
primarni chemosenzitivitou (Chaudhry, P. et al., 2009). Naproti tomu hypermetylace
promotoru BRCA2 se u ovarialniho karcinomu nachazi pomérné ziidka (Gras, E. et al.,
2001). Hypermetylace promotoru BRCA1 je mozZné prokazat v séru ¢i plazmé pacientil
(Ibanez de Caceres, I. et al., 2004), v ¢emz lze vidét potencial pro neinvazivni screeningovou



metodu. Dal$im genem, jehoz metylace se vyskytuje v séru pacientek s ovaridlnim
karcinomem a koreluje s metylaci primarniho tumoru je DAPK (Collins, Y. et al., 2006).

Metylace nékterych gent u ovaridlniho karcinomu je studovéna v souvislosti s
rezistenci k chemoterapeutikim. Zména metyla¢niho profilu je asociovana se zvySenou
aktivitou DNMTs. Vyznamna upregulace DNMTs byla pozorovana u ziskané rezistence k
cisplatiné u ovarialniho karcinomu (Balch, C. et al., 2009). Konkrétné¢ mtizeme zminit gen
MLH1, jehoz metylace se vyskytuje u ovarialniho karcinomu rezistentniho k cisplatiné
(Gifford, G. et al.,, 2004). Gen DAPK, ktery je zapojen do procesu apoptozy, je také
metylovan u rezistentnich nadora ovarii (Collins, Y. et al., 2006). Hypermetylace beta-
tubulinu ttidy III TUBB3 je spojovan s rezistenci k taxanu (lzutsu, N. et al., 2008) a
hypermetylace MCJ (methylation-controlled DNAJ gene) je asociovana s chemorezistenci
vSeobecné (Barton, CA. et al., 2008). Dale snizeni exprese SFRP5 v dusledku hypermetylace
je spojeno s chemorezistenci ovarialniho karcinomu (Su, HY. et al., 2010). Ptedpoklada se, ze
reaktivace metylaci umlcenych genli mulze senzitizovat apoptické cesty vyvolané
chemoterapii. Toto tvrzeni podporuje vyzkum sledujici epigenetickou regulaci HSulf-1, gen
souvisejici s inhibici rustu a angiogeneze. Ukazuje se, Ze kombinovand terapie zahrnujici
demetylacni Cinidla a inhibitory HDAC v kombinaci s klasickymi angioneoplastickymi 1éky
jako je karboplatina a taxol miize byt prospé$nd u pacientll, ktefi maji nedostateCnou expresi
Hsulf-1 zpisobenou epigenetickymi alteracemi (Staub, J. et al., 2007). RASSF1A a hMLH1
upregulace zptisobena decitabinem a zebulerinem (DNMTs inhibitory) pfispiva k resenzitizaci
u k cisplatiné rezistentnich ovarialnich nadorovych bunék (Balch, C. et al., 2005).

Metylacni profil u ovaridlniho karcinomu je casto spojovan s molekularnimi,
klinickymi a patologickymi charakteristikami. Napiiklad zména v metylaci promotorové
oblasti 14-3-3 sigma, TMS1 a WT1 je ¢asté&jsi u svétlobunééného typu ovarialniho karcinomu
nez u ostatnich histologickych typii. Metylaéni profil mize byt také rozdilny mezi ovarialnim
karcinomem s nizkym malignim potencidlem a invazivnim ovarialnim karcinomem.
Naptiklad RASSF1, APC, GSTP1 a MGMT ukazuji alterace v metylaci vyhradné¢ u
invazivniho ovarialniho karcinomu (Asadollahi, R. et al., 2010). Jiné studie ukazuji, Ze
hypermetylace FBX02 a CYP39Al1 Kkoreluje s prognézou pacientek s ovarialnim
karcinomem. Hypermetylace FBXO2 asociovana s kratSim ptezitim (Chou, JL. et al., 2010) a
hypermetylace CYP39A1 je spojovana se zvySenym rizikem relapsu (Huang, YW. et al.
2009).

U ovaridlniho karcinomu jako u ostatnich nadorovych onemocnéni dochédzi kromé
Casté hypermetylace CpG ostruvkd v misté genového promotoru k celkové hypometylaci
genomu. Celkova hypometylace DNA zvySuje malignitu ovarialnich nadort. Existuji ovSem
pouze limitovana data o specifickych zménach genové aktivace zplsobené hypometylaci u
ovarialniho karcinomu. Zda se, ze demetylace je v tomto piipadé dileZita v abnormdlni
overexpresi mapsinu, synucleinu-y a claudinu 4 (Barton, CA. et al., 2008).

3.4 MoZnosti sledovani zmén v metylaci DNA

Sledovani zmén v metylaci DNA ma nékolik vyhod. Za prvé analyza metylace
vyuziva DNA, ktera je chemicky stabilngjsi nez RNA nebo proteiny. Druhou vyhodou je
pomérné jednoduché vyhodnoceni, kdy pfitomnost metylace mize naznacovat pfitomnost
malignich bunck. Je pravdépodobné, ze v budoucnosti budou DNA metyla¢ni analyzy
provadény stale Castéji, jelikoz dalsi vyhodou je jejich omezeni na limitované regiony DNA
(CpG ostravky) a relativné nizka cena analyzy.

Ve vazb¢ s tkanovou analyzou byla metylovand DNA nalezena také v plazmé, séru a
peritonealni tekutiné pacientek s ovarialnim karcinomem (lbanez de Caceres, I. et al, 2004),
tato metylovana DNA dobfe koreluje s metylacnim stupném nadorové tkané (lbanez de



Caceres, 1. et al, 2004), ptedpoklada se tedy, Ze zdrojem metylované DNA v séru jsou
nekrotické nadorové buriky (Balch, C. et al., 2009). Jedna se tak o potencialni neinvazivni
zdroj hodnoceni karcinogeneze.

Zmény v metylaci jsou Casto pozorovany jako jedny z prvnich zmén doprovazejici
karcinogenezi, proto by mohly byt vyuzity jako markery Casnych stadii ¢i dokonce
prekancer6znich stavii. V¢asnd diagnostika je totiz zdkladem uspésné 1éCby, coz plati pro
ovarialni karcinom dvojnésob, jelikoz naprosta vétSina nadorti ovarii je diagnostikovéna v
pokrocilych stadiich nemoci. Prozatim prvnim a jedinym klinicky pouzivanym
screeningovym testem (u solidnich nadort) zaloZenym na sledovani metylace v krevni plazm¢
pacientt je SEPT9 metylace u kolorektalniho karcinomu. Kity pro sledovani metylace SEPT9
jsou dostupné dokonce od dvou komer¢nich firem (Epigenomics a Abbot) (Heichman, KA.
and Warren, JD., 2012). Nedavna publikace, Warren et al. (2011) ukazuje dokonce senzitivitu
detekce metylace SEPT9 u kolorektalniho karcinomu 90% a specifitu 88%.

V soucasné dob¢ zndme nékolik genové specifickych metod, které mohou byt vyuzity
k monitorovani zmén v metylaci DNA. Pti vybéru metody zalezi zejména na cili studie.
Dulezité je, zda sledujeme celkovou hypermetylaci DNA, kde je metodou prvni volby HPLC
(high-performance liquid chromatography) nebo pouze metylaci urcitych c¢asti DNA.
V nasledujici ¢asti teoretického tvodu je kladen diraz na monitorovani zmén v metylaci v
oblasti CpG ostravkd.

vvvvv

U metod zalozenych na modifikaci DNA hydrogensifi¢itanem (bisulfite conversion) je
prvnim krokem chemickd pfeména analyzované DNA. Pfi modifikaci dochazi k preméné
Cytosinu na uracyl pomoci hydrogensifi¢itanu sodného na jednovldkné DNA. Dochazi k
zaméné¢ vSech cytosini na uracyly, pouze metylované cytosiny (5-metylcytosin) jsou
k zaméné¢ rezistentni a zdstavaji jako cytosiny (Herman, JE. et al., 1996).
ovSem Ccasté poSkozeni DNA, které se projevi zejména u malo kvalitni DNA izolované z
parafinovych blockd.

Metylacne specificka PCR (MSP)

MSP je specifickou a senzitivni metodou vyuZivanou zejména ke sledovani
abnormalnich metylaci ve vybranych genovych sekvencich, zejména CpG ostrivcich
(Herman, JE. et al., 1996). U MSP hydrogensiti¢itanovou modifikaci nasleduje amplifikace
pomoci primera specifickych pro metylovanou a nemetylovanou DNA. Jeji nespornou
vyhodou je proveditelnost pii nizkych koncentracich DNA a relativné nizk4 cena.
Nevyhodou této metody je ovSem faleSna pozitivita nékterych vysledk.

Sekvenovani

Sekvenovani DNA (,,¢teni* DNA) je souhrnny termin pro biochemické metody, jimiz
se zjistuje potadi nukleovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA. U metyla¢ni analyzy je
jednou z nejvétSich prednosti sekvenovani amplifikovanych produkti cennd kontrola
hydrogensifi¢itanové ptemény.

V poslednich letech zacina mit své zastoupeni Next-Generation sekvenovani (NGS).
V soucasnosti zndme 5 komercné dostupnych NGS platforem. NGS platformy sdileji spolecné
technologické znaky — masivni paralelni sekvenovani klonalné¢ amplifikovanych nebo
jednotlivych DNA molekul, které¢ jsou prostorové separované v pritokovych celdch. Mezi



nejznaméejsi platformy mizeme zaradit technologii 454 od firmy Roche, ktera je zaloZena na
pyrosekvenaci a emulzni PCR. Déle pak Solexa od firmy Illumina a Solid od firmy Applied
Biosystems.

MS- HRM (Methylation Sensitive High-Resolution Melting Analysis)

HRM je metoda zaloZzend na zménach teploty tani DNA v roztoku. HRM je
realizovéana postupnym zahtivanim dvouvlakného amplikonu DNA z pfiblizné 50°C na 95°C.
V urcitém bod¢ tohoto procesu je dosazeno teploty tani amplikonu a dvé vlakna DNA se od
sebe oddéli.

Principem MS-HRM je, Ze DNA ovlivnéna hydrogensifi¢itanem ma v ptipadé
metylovaného templatu vice cytosind, nez DNA, kterd byla plivodné nemetylovana (cytosiny
se pii modifikaci pfeménily na uracyly), proto se zméni i kiivka teploty tani takovéto DNA.
PCR produkty pochézejici z templatu, ktery byl plivodné nemetylovany budou mit nizsi bod
tani nez ty, které pochazeji z metylovaného templatu. HRM nabizi také moznost uréeni podilu
metylace v daném vzorku porovnanim s kalibra¢ni kfivkou, kterda vznikd michanim rtznych
poméri univerzalné metylované a nemetylované DNA dohromady. Pii analyze je
porovnavana teplota tani univerzalné¢ metylované a nemetylované DNA s vySetfovanym
vzorkem.

HRM je senzitivni a specificka (Wojdacz, TK. and Dobrovic, A., 2007), relativné
jednoduchd a levna metoda. Prednosti této metody je analyza vSech CpG ostrivka
amplikonu.

3.4.2 Vyuziti restrikénich enzymii

Metylacné-specifické restrikéni endonukledzy jsou enzymy specificky vyuzivané
k DNA metyla¢ni analyze. Vé&tsina z nich je inhibovana metylaci jejich rozpoznavaciho mista,
kde specificky §t€pi DNA.

Vystavime-li sledovanou DNA pusobeni restrikénich endonukleaz, dojde v piipad¢,
kdy neni metylovana, Kk jejimu rozs$tépeni. Nasledné muzeme takto naStépenou DNA
analyzovat pomoci elektroforézy a Southern blotu. Southern blot byl pouzit jako jedna
Z prvnich metod pro analyzu metylace DNA. Pouzijeme-li po naStépeni DNA PCR reakci,
bude vznikat PCR produkt pouze v ptipadé, kdy DNA je metylovana (nedochazi
k rozstépeni). Vyuziti kombinace restrikéni endonukledzy s PCR se jevi jako senzitivnéjsi
metoda, nez Southern blot.

Vyuziti restrikénich enzymdi, které rozpozndvaji metylované sekvence od
nemetylovanych muze byt aplikovano pouze u sekvenci, které obsahuji jejich rozpoznavaci
mista, v ¢emz lze vidét urcitou limitaci této metody ve srovnani s metodami vyuzivajicimi
modifikaci DNA hydrogensifi¢itanem.

3.4.3 MS-MLPA (Methylation Specific Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification)

MS-MLPA je v soucasné dobé Siroce pouzivana metoda pro detekci epigenetickych
zmén. Jedna se o semikvantitativni metodu zamétenou na sledovani zmén v metylaci DNA.
MS-MLPA je velmi podobné klasické MLPA, kdy ligace proby je kombinovana se §t€penim
komplexu DNA-proba metyla¢né specifickou endonukleazou (Nygren AO. et al., 2005).
Nejcastéji vyuzivanym restrikénim enzymem je Hhal, tento enzym rozpoznava a specificky
S$tépi pouze nemetylovanou DNA sekvenci GCGC.
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3.4.4 Mikrocipy

Mikro¢ipy jsou pouzivany jak k celkové analyze DNA, tak k detekci metylace
V promotorovych oblastech gent. Principem mikro€ipii je imobilizace fragmentti jednovlakné
DNA na pozitivnhé¢ nabité nylonové membrané¢ a hybridizace za vhodnych podminek.
Hybridiza¢ni signaly jsou nejcastéji detekovany s vyuzitim chemiluminiscence.

Mikrocipy jsou komer¢né piipravované a poskytované riznymi firmami jako
napiiklad Illumina, NimbleGen, Agilent a Affymetrix. DNA sondy, nebo prvky, které tvofi
¢ip, jsou klicovym faktorem pii vybéru nejvhodné;jsi platformy k feSeni dané otazky. Nekteré
bio¢ipy jako naptfiklad od firmy Illumina jsou navrhované pro analyzu DNA po
hydrogensiti¢itanové modifikaci, nékteré se hodi pro analyzu po DNA restrikci a nékteré jako
napiiklad microarrays od firmy Agilent jsou vhodné pro analyzu imunoprecipitované DNA.

3.4.5 Imunoprecipita¢ni metody

Imunoprecipitacni metodiky umozinuji izolovat metylovanou DNA, coz usnadni
naslednou analyzu. Principem imunoprecipitaénich metod je imobilizace denaturované DNA
na DEAE (diethylaminoethyl) membrané a nasledna inkubace s monoklonalni protilatkou.

Imunoprecipitace metylované DNA je bézné dosazena pouzitim jedné ze dvou metod:
izolace DNA metylovanych fragmenti pomoci monoklonalni protilatky specifické k 5-
metylcytosinu (anti-SmC) nebo izolace DNA fragmentii obsahujicich metylované CpG
dinukleotidy za pouziti proteinu vazajiciho metyl doménu (MBD protein - methyl binding
domain protein) (Thu, KL. et al., 2010). Imunoprecipitovana DNA muze byt nasledné
analyzovéna riznymi vySe zminénymi metodami.

4. Cile disertacni prace
V rdmci této prace jsme si stanovili nasleduijici cile:

1. Zavést a zoptimalizovat vybrané metodiky sledujici zmény v metylaci DNA.

2. Zjistit, které metody jsou vhodné pro analyzu metylace malo kvalithni DNA
izolovane z parafinovych blockda.

3. Zjistit, zda je metylace promotorovych oblasti vybranych genti ve tkanich spojena
s ovarialnim karcinomem.

4. Zjistit, jakym zplsobem metylace vybranych geni koreluje s klinicko-
patologickymi charakteristikami ovarialniho karcinomu.
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5. Experimentalni ¢ast
5.1 Soubor vzorki

Tkanové vzorky ovaridlnich adenokarcinomi a normalni ovaridlni tkané fixované
formalinem, zalité parafinem byly ziskdny od 109 Zen 1éCenych na Porodnické a
gynekologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Celkovy pocet pacientek
s ovarialnim karcinomem byl 69 ve véku 21 az 79 let (median 54 let). Skupina pacientek s
nenddorovymi ovarii ¢itala 40 vzorkd (median 57.5 let, v€kové rozmezi 40-84 let). Vzorky
nenadorovych ovarii byly ziskany od pacientek operovanych pro nemaligni diagnozu (jako
sestup délohy s adnexektomii, leiomyomy délohy a dalsi). Parafinové blocky byly ziskany z
archivu Fingerlandova Ustavu patologie, Fakultni nemocnice Hradec Kralove. VSechny
vzorky byly ptezkoumany zkusenym patologem a karcinomy klasifikovany dle aktualni WHO
Klasifikace nadort Zenskych pohlavnich organt (Tavassoli, FA. a Devilee, P., 2003). Studie
byla schvélena etickou komisi FNHK.

5.2 1zolace a méreni koncentrace DNA

DNA byla izolovana z tkanovych vzorka fixovanych v formalinu, zalitych v parafinu
pomoci Qiagen DNA extrak¢niho kitu (Hilden, Germany) dle protokolu vyrobce s minimem
uprav. Izolace DNA z tkanovych vzorka fixovanych v formalinu, zalitych v parafinu se
sklada z 6-ti zakladnich krokd. Prvnim krokem je odstranéni parafinu jeho rozpusténim v
xylenu. Dal§im krokem je lyza vzorku plisobenim proteinazy K (56 °C, pies noc). Tretim
krokem je inkubace pfi 70°C (10 minut), pfi niz dochazi ke zvraceni formalinem vyvolaného
zesitovani. Nasleduje navazani DNA na membranu a odstranéni kontaminujicich necistot.
Poslednim Sestym krokem je eluovani DNA z membrany. Méteni koncentrace vyizolované
DNA bylo provedeno dle protokolu vyrobce fluorimetricky (Qubit, Invitrogen) a
spektrofotometricky  (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific). Vzhledem
k absorbénimu maximu nukleovych kyselin a moznych kontaminujicich latek (pfedevsim
protein) probihalo spektrofotometrické méteni pti vinovych délkach 260 a 280 nm..

-----

Hydrogensifi¢itanovda pfeména byla provedena pomoci kitu CpGenome DNA
modification kit (Chemicon International, Temecula, CA) podle protokolu vyrobce
S minimem uprav. Stru¢né, 1pg izolované DNA byl denaturovan hydroxidem sodnym (0.2M
NaOH) po dobu deseti minut pti 50°C. Modifikace byla provedena ptidanim c&erstvé
pfipraveného roztoku hydrogensifi¢itanu pH 5 (550 pl) k denaturované DNA po dobu 17-19
h pti 50°C. Nasledn& byla modifikovana DNA pro¢isténa a desulfonovéana piisobenim NaOH
o vysledné¢ koncentraci 0.3M po dobu péti minut pii laboratorni teploté. Desulfonaci
nasledovalo dalsi procisténi etanolem. DNA byla resuspendovana v 25 pl elu¢nim pufru a
skladovana pii -80°C.

5.4 Metylaéné specificka PCR pro gen TP53
Protein p53 je vzhledem k vysoké frekvenci mutaci u ovarialniho karcinomu jednim
Z nejvice studovanych geni. Nicméné zmény v metylaci promotoroveé oblasti TP53 doposud

nebyly popsany, proto jsme se v nasi studii zaméfili na analyzu metylace promotorové oblasti
TP53 pomoci MSP.
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K MSP byly pouzity jiz publikované sekvence primera (Amatya, VJ. et al., 2005). 5°-
TTGGTAGGTGGATTATTTGTTT-3 (sense) a 5°- CCAATCCAAAAAAACATATCAC-3
(antisense) pro reakci snemetylovanou DNA (PCR produkt 247 bp), a 5-
TTCGGTAGGCGGATTATTTG-3" (sense) a 5- AAATATCCCCGAAACCCAAC-3
(antisense) pro reakci s metylovanou DNA (PCR produkt 193 bp). PCR byla provedena v 25-
pl smési, obsahujici 10x Takara pufr (2.5 pl), 2.5 mM roztok dNTPs Takara (2.0 pl),
primery (kazdého 1 ul 10 pmol/ pl roztoku), polymerazu Taq HS Takara 5U/ ul (0.3 pl)
(Takara Bio Europe S.A.S, France), vodu a 2 pl hydrogensifi¢itanem modifikované DNA, ve
Veriti Thermocykléru (Applied Biosystems, CA). Amplifikacni reakce vyuzivala teplotni
profil: po¢ate¢ni denaturace pii 95 °C 7 min, 40 cykld denaturace pii 95 °C 45s, annealing pii
59°C 45s, a extenze pii 72 °C 60s, zakondeno zavére¢nou extenzi 5 min pii 72 °C.

CpG univerzalné¢ metylovand a nemetylovand DNA (Chemicon International,
Temecula, CA) byla také modifikovana pomoci hydrogensifi¢itanu sodné¢ho a byla pouzita
jako kontrola.

Amplifikované produkty byly rozdéleny pomoci elektroforézy na 2% agar6zovém
genu (2,0 g agar6zy + 100 ml TBE pufru + 5 pl ethidium bromidu) pii napéti 100 V po dobu
1,5 hod. Produkty byly vizualizovany pod UV zafenim.

5.5 Metyla¢né specificka PCR pro gen GATA4

GATA4 je vyznamnym transkripénim faktorem, u n¢hoZ je metylace Casto spojovana
se snizenou expresi. V nasi studii jsme se rozhodli prohloubit analyzu metylace promotorové
oblasti GATAA4 u ovarialniho karcinomu pomoci MSP s nové navrzenym setem primerd.

K MSP byly pouzity sekvence primeri designované pomoci programu MethPrimer.
5-GGTTAGTTAGTGTTTTAGGGTTGA-3’ (sense) a 5-
AACAAAAACAAAAAAACTCCAAA-3  (antisense) pro reakci s nemetylovanou DNA
(PCR produkt 230 bp), a 5-GTTAGTTAGCGTTTTAGGGTCGA-3" (sense) a 5'-
CAAAAACGAAAAAACTCCGAA -3 (antisense) pro reakci s metylovanou DNA (PCR
produkt 228 bp). PCR byla provedena v 25- ul smési, obsahujici 10x Takara pufr (2.5 ul), 2.5
mM roztok dNTPs Takara (2.0 pl), primery (kazdého 1 pl 10 pmol/ pl roztoku), polymerazu
Taq HS Takara 5U/ pl (0.3 pl) (Takara Bio Europe S.A.S, France), vodu a 2 pl

Tw v

Biosystems, CA). JelikoZ jsme pouZivali nov€ navrzené primery, musela byt nejprve
provedena optimalizace teploty annelingu, podle které jsme zvolili teplotu annelingu 53,7°C.
Amplifika¢ni reakce vyuzivala teplotni profil: po¢ate¢ni denaturace pii 95 °C 5 min, 40 cykla
denaturace pfi 95 °C 45s, annealing pfi 53.7 °C 35s, a extenze pii 72 °C 35s, zakonceno
zavére¢nou extenzi 5 min pii 72 °C.

CpG univerzalné metylovana a nemetylovana DNA (Chemicon International,
Temecula, CA) byla také modifikovana pomoci hydrogensifi¢itanu sodného a byla pouzita
jako kontrola.

Amplifikované produkty byly rozdéleny pomoci elektroforézy na 2% agar6zovém
genu (2.0 g agarozy + 100 ml TBE pufru + 5 pl ethidium bromidu) pfi napéti 100 V po dobu
1,5 hod. Produkty byly vizualizovany pod UV zafenim.

56 MS-MLPA (Methylation-specific Multiplex ligation-dependent probe
amplification)

V experimentalni praci byly pouzity dva kity prob SALSA MLPA ME002 Tumour

Sup.-2 a SALSA MLPA MEO004 Tumour Sup.-4 (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands), které mohou analyzovat atypickou metylaci u 47 tumor supresorovych gent.
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Sekvence prob, genovd mista a pozice na chromozomu mohou byt nalezena na
http://www.mlpa.com. Jednotlivé geny byly stanoveny pomoci dvou prob, které obsahovaly
rizna Hhal restrikéni mista. Experimentalni postup byl proveden podle protokolu vyrobce, s
minimem modifikaci.

V kratkosti, DNA (100 ng) byla rozpusténa v 5 pl TE-pufru (10 mM Tris-Cl; 0.5 mM
EDTA; pH 9.0), denaturovana a nasledné ochlazena na 25°C. Po pfidani smési prob, byly
proby ptes noc hybridizovany (16-18 hodin) pii 60°C. Nasledn¢ byly vzorky rozdé€leny na
dva podily: jedna polovina vzorku byla piimo ligovana, zatimco druhé polovina vzorku byla
spole¢né s ligazou vystavena pusobeni restrikéni endonukleazy Hhal (30 minut pii 49°C).
Toto Stépeni zpiisobilo ligaci pouze nenastépené (metylované) DNA sekvence. Amplifikacni
PCR reakce byla provedena ve standardnim termocykléru (GeneAmp 9700, Applied
Biosystems) a vyuzivala teplotni profil: 35 cyklii denaturace pti 95 °C 30s, annealing pii 60
°C 30s a extenze pii 72 °C 1 minutu, zakon&eno zivére¢nou extenzi 20 minut pii 72 °C.
Alikvoty PCR reakce (0.6 pl) byly smichany s 0.2 pl vnitiniho standardu GeneScan™ —500
LIZ® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a 9.0 pl formamidu. Po denaturaci byly
fragmenty separovany a kvantifikovany na ABI3130 kapilarnim sekvenatoru a analyzovéany
pomoci GeneMapper4.0 (oba Applied Biosystems). Plochy pikd s odpovidajici velikosti part
bazi (bp) byly pouzity pro dalsi zpracovani dat. Pomér metylace byl ziskan nasledujicim
vypoctem: Dm = (Px / Pctrl) Dig / (Px / Pctrl) Undig, kde Dm je pomér metylace, Px je
plocha piku dané sondy, Pctrl je soucet ploch piku vSech kontrolnich sond, Dig znamené Hhal
Stépeny vzorek a Undig nestépeny vzorek. Dm se mize pohybovat od 0 do 1.0 (odpovidéa 0%
-100% metylované DNA). Na zaklad¢ prfedchozich experimentl jsme povazovali promotor za
metylovany, pokud Dm > 0.15 pro kit ME002 (0.2 pro kit ME004), coz odpovida 15% (20%)
metylované DNA (Moelans, CB. et al., 2011, Pavicic, W. et al., 2011). Cut-off hodnotu u
jednotlivych kit jsme nastavili zejména v zavislosti na analyze kontrolnich vzorkl ovérii.

CpG univerzalné metylovana a nemetylovana DNA (Chemicon International,
Temecula, CA) byly pouZity v kazdém béhu jako kontroly.

5.7 Statistické zpracovani dat
Charakteristiky byly porovnany pomoci Fischerova ptesného testu rozdilu dvou

proporci. Za statisticky signifikantni rozdily byly povazovany asociace, kde p-hodnota byla
<0.05.
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6. Vysledky
6.1 Metylace genu TP53 u ovariélniho karcinomu

Metylace TP53 genu byla stanovena pomoci MSP s uzitim jiz diive publikovanych
specifickych primerti. Pomoci MSP pro gen TP53 se nam podafilo vySetfit 103 vzorki: 66
vzorkl ovarialniho karcinomu a 37 kontrolnich vzorkt. Zbylych 6 vzorki se nam nepodatilo
amplifikovat. Pomoci MSP byla zjisténa statisticky vyznamné vysSi pfitomnost metylace
sledované CpG oblasti TP53 (p=0.04) u vzorku ovarialniho karcinomu v porovnani
s nenadorovou ovarialni tkani. Sledovana CpG oblast byla metylovana u 34 z 66 (51.5%)
vzorkd ovaridlniho karcinomu, ale prekvapivé i ull z37 (29.7%) vzorkli nenddorové
ovarialni tkang.

Sttedni veék (median) v dobé diagnozy byl 54 let (rozmezi 21-79 let) u nadorove
skupiny pacientek a 57 let (rozmezi 40-84 let) u kontrolni nenadoroveé skupiny. Stav metylace
vzorkll ovarialniho karcinomu byl porovnan s klinicko-patologickymi charakteristikami
zahrnujicimi veék, histologicky typ, stddium a grade nadoru. Nebyla nalezena Zadna statisticky
vyznamna korelace mezi metylaci sledované oblasti a uvedenymi klinicko-patologickymi
charakteristikami (p>0.05).

6.2 Metylace GATA4 genu u ovarialniho karcinomu

Metylace GATA4 genu byla stanovena pomoci MSP s uZitim nové navrzenych
specifickych primerd. Pomoci MSP pro gen GATA4 se nam podafilo vysettit 107 vzorki: 67
vzorkl ovaridlniho karcinomu a 40 kontrolnich vzorki. Zbylé dva vzorky se ndm nepodatilo
amplifikovat. Pomoci MSP byla zjisténa statisticky vyznamné vyssi ptfitomnost metylace
sledované CpG oblasti genu GATA4 (p<0.001) u vzorka ovarialniho karcinomu v porovnani
s nenadorovou ovarialni tkani. Sledovand CpG oblast byla metylovana u 21 z 67 (31.3%)
vzorku ovarialniho karcinomu a zddného vzorku nenddorové ovarialni tkane.

Stredni vék (median) v dobé diagnozy byl 54 let (rozmezi 21-79 let) u nadorové
skupiny pacientek a 57.5 let (rozmezi 40-84 let) u kontrolni nenadorové skupiny. Stav
metylace vzorkd ovaridlniho karcinomu byl porovnam s klinicko-patologickymi
charakteristikami zahrnujicimi vé&k, histologicky typ, stddium a grade nadoru. Pfitomnost
metylace ve sledované oblasti GATA4 genu byla statisticky vyznamné vy$$i u
endometroidniho typu v porovnani se ser6znim typem ovarialniho karcinomu.

6.3 MS-MLPA kit MEOO2
Metylace promotorovych oblasti genii s uzitim 15% cut-off

MS-MLPA — kit ME0O02 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) byl pouzit k
analyze 109 vzorki: 69 vzorkl ovarialniho karcinomu a 40 kontrolnich vzorki. S uzZitim cut-
off hodnoty 15% byla prokazana statisticky vyznamné vyssi metylace u geni MGMT
(p=0.05), PAX5 (p=0.002), CDH13 (p<0.001), WT1 (p=0.045), THBS1 (p=0.048), a GATAS
(p=0.05) u vzorkl ovariadlniho karcinomu v porovnani s nenadorovou kontrolni skupinou.
Naopak, u genu ESR1 byla pozorovana signifikantné (p<0.001) vyssi Cetnost pfitomnosti
metylace Vv kontrolni skupiné vzorkl v porovnani se skupinou nadorovych vzorki. U genu
MSH6 byla pozorovana vyssi Cetnost metylace (okolo 80%) v obou skupinach vzorki. U
geni ATM, TP53, PTEN, VLH, GSTP1, RB1, MGMTb a PYCARD metylace neptekrocila
15% hranici.
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Porovnani klinicko-patologickych charakteristik s cetnosti metylace jednotlivych genii

Stifedni vék (median) v dob¢é diagnézy byl 54 let (rozmezi 21-79 let) u nadorové
skupiny pacientek a 57.5 let (rozmezi 40-84 let) u kontrolni nenddorové skupiny. Stav
metylace jednotlivych genti u vzorku ovarialniho karcinomu byl porovnam s klinicko-
patologickymi charakteristikami zahrnujicimi vék, histologicky typ, stadium a grade nadoru
(Tabulka 9).

U Gentt MGMTa, PAXS, CDHI13, THSB1 a GATAS byla pozorovéna signifikantné
(p<0.05) vyssi Cetnost metylace u endometroidniho typu v porovnani se seréznim
histologickym typem ovarialniho karcinomu. U genu WT1 jsme pozorovali signifikantné (p=
0.006) vyssi Cetnost metylace u vzorku v ¢asnych stadiich nez v pozdnich stadiich ovarialniho
karcinomu. Zadné statisticky vyrazné rozdily nebyly nalezeny mezi vékem diagnozy
pacientek a riznymi stupni ovarialniho karcinomu.

5.4 MS-MLPA kit ME004
Metylace promotorovych oblasti genit s uzitim 20% cut-off

MS-MLPA — kit ME0O04 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) byl pouzit k
analyze 74 vzorkl: 44 vzorkt ovaridlniho karcinomu a 30 kontrolnich vzorkt. Ostatni vzorky
jsme z finanénich divodd neanalyzovali. S uzitim cut-off hodnoty 20% byla prokézana
statisticky vyznamné vyssi metylace u genit NTRK1 (p=0.008), GATA4 (p<0.001) a WIF1
(p=0.005) u vzorkl ovarialniho karcinomu v porovnani s nenadorovou kontrolni skupinou. U
geni APAFla a DNAJCI15 byla pozorovana vyssi Cetnost metylace (okolo 80%) v obou
skupinach vzork. U genii EPHB2, NFla, THBS1, PCNA, MENla, LMNA, RBM14,
IGF2Rb, MEN1b, MUS81 b a CDH1 metylace nepickrocila 20% hranici.

Porovnani klinicko-patologickych charakteristik s cetnosti metylace jednotlivych genii

Stredni vék (median) v dobé diagndzy byl 53 let (rozmezi 21-79 let) u nadorové
skupiny pacientek a 56.5 let (rozmezi 40-84 let) u kontrolni nenadorové skupiny. Stav
metylace jednotlivych geni u vzorki ovarialniho karcinomu byl porovnam s klinicko-
patologickymi charakteristikami zahrnujicimi vék, histologicky typ, stadium a grade nadoru
(Tabulka 11).

U Genu GATA4 byla pozorovana signifikantné (p<0.05) vyssi Cetnost metylace u
endometroidniho typu v porovnani s mucin6znim histologickym typem ovarialniho
karcinomu. Gen WIF1 vykazoval signifikantné (p= 0.045) vyssi Cetnost metylace u vzorkt
Vv pozdnich stadiich nez v stadiu | ovaridlniho karcinomu. U Genu PTEN byla pozorovéana
signifikantné (p<0.05) vy$si Cetnost metylace v gradu 2 v porovnani s ostatnimi grady (1,3)
ovarialniho karcinomu. Zadné statisticky vyrazné rozdily nebyly nalezeny mezi vékem

diagndzy.
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7. Diskuze

Vzhledem k tomu, ze ovarialni karcinom patii mezi pfi¢inu nejcastéjsiho imrti na
gynekologické zhoubné nadory a k onemocnéni se Sirokou variabilitou klinické odpovédi,
jsou intenzivné studovany ptedevs§im molekularné-biologické parametry doprovazejici toto
onemocnéni. Dlraz je kladen na markery, které by mohly byt pouzity pro screening a mohly
pfesnéji urcit progndzu nebo predikovat odpovéd’ na 1écbu.

Pouze genetické alterace nejsou dostate¢nym vysvétlenim vSech zmén doprovazejicich
nadorovou transformaci buiiky, a to predevSim zmén v expresi jednotlivych gend. Proto je
velké usili vénovano odhalovani faktoru lezicich mimo samotny sled nukleotidt. V této préaci
jsme se zaméfili pravé na jednu ztéchto epigenetickych zmén, a to na metylaci
promotorovych oblasti vybranych pifedev§im tumor supresorovych genti.

Lidsky gen pro tumor supresorovy nuklearni fosfoprotein p53 je lokalizovan na
kratkém raménku chromozomu 17, v poloze 17p13.1. Celkova délka genu je ptiblizné 20kb a
je slozen z 11 exont, z nichZ jeden je nekodujici, a 10 intrond. (Lane, DP., 1994).
nejriznéj$i formy bunétného stresu. Je vyznamny v nékolika fazich bunééného cyklu
pocinaje zastavou bunééného cyklu, ptes inhibici replikace DNA, fizeni diferenciace, regulaci
transkripce a reparace DNA. V ptipad¢ rozsahlého poskozeni DNA, které jiz nelze opravit,
indukuje tento protein smrt bufiky apoptdézou a tim brani pfenosu poSkozené DNA do
dcefinych bungk.

Vzhledem k tomu, ze gen kodujici protein p53 je nejéastéji mutovanym genem u
ovarialniho karcinomu (50-70%) (Marks, JR. et al., 1991), patii ve spojitosti s timto
onemocnénim mezi nejvice studované geny. Nicmén¢, jeho metylace u ovarialniho karcinomu
byla prokézéna u rlznych malignit. Kang et al. odhalili metylaci p53 promotoru u 3 z 19
(16%) p53 ,,wild type™ karcinomu prsu. Amatya et al. prokazali metylaci p53 promotoru u
vice nez 60% gliomi. Agirre et al. pozorovali metylaci p53 promotoru u 8 z 25 ptipadl (32%)
akutni lymfoblastické leukémie. Pogribny a James poukazali na to, ze p53 ,,wild type*
hepatocelularni karcinom vykazuje vyznamnou metylaci promotorové oblasti p53. Vzhledem
k vyse uvedenym publikacim jsme se na pocatku nasi prace zaméfili na prikaz metylace jiz
znamého CpG mista p53 genu.

S vyuzitim jiz dfive publikovanych primert (Amatya, VJ. et al., 2005) jsme Vv nasi
studii prokézali metylaci sledovaného CpG mista p53 promotoru u 34 z 66 (51.5%) vzorka
ovarialniho karcinomu, zatimco frekvence metylace v tomtéz misté u nemalignich vzorki
byla 11 z 37 (29.7%). Statisticky vyznamna odlisnost v frekvenci metylace p53 promotoru u
nadorové a nenadorové skupiny naznacuje, Ze metylace promotorové oblasti pS3 genu miize
ptispivat k nadorové transformaci.

Metylace promotorové oblasti genu pS3 muze byt asociovana se stadiem, gradingem a
histologickym typem nadoru. Nicméné, v nasi studii jsme neprokazali statisticky vyznamnou
korelaci mezi stavem metylace a Kklinicko-patologickymi charakteristikami pacientek
s ovaridlnim karcinomem. Pfitomnost metylace promotoru p53 mirn€ stoupala u nadort
s pokrocilym gradingem (grade 3). Pfitomnost metylace pS3 promotoru také stoupala (100%)
u svétlobunéného typu ovarialniho karcinomu; nicméné neni mozné vyvozovat z tohoto
pozorovani Zadné zavéry, vzhledem k tomu, Ze pocet vzorki v této podskuping je ptili§ maly
(n=2). Zvyse uvedeného je patrné, ze je nutné provést studii s veétSim poctem vzorku,
abychom mohli rozhodnout, zda metylace promotoru p53 je asociovana s klinicko-
patologickymi charakteristikami ovarialniho karcinomu.

Dalsi gen, u které¢ho jsme se zaméfili na sledovani pfitomnosti metylace promotorové
oblasti s vyuzitim MSP u ovaridlniho karcinomu byl transkrip¢ni faktor GATA4.
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Rodina transkripénich faktort GATA patii mezi klicové regulatory specifikace a
diferenciace mnoha tkani (Zheng, R. and Blobel, GA., 2010). U obratlovci bylo
charakterizovano a klasifikovano 6 odliSnych GATA proteini. Na zaklad¢ jejich
strukturdlnich a expresnich vzoru byly tyto proteiny rozdéleny do dvou podskupin. GATAI,
GATA2 a GATA3 hraji dulezitou roli ve vyvoji a diferenciaci hematopoetickych bunécnych
liniich, zatimco GATA4, GATAS a GATA6 jsou exprimovany u riznych mezodermu a
endodermu odvozenych tkani, jako je srdce, jatra, plice, gonady a stieva, kde hraji kritickou
roli v regulaci tkanové specifické genové exprese (Orkin, SH., 1992, Molkentin, JD., 2000).

Ptredpoklada se, ze GATA4 a GATAS maji tendenci ovliviiovat pln¢ diferencované
epitedlni bunky, zatimco GATA6 je exprimovan u nezralych proliferujicich bunck
v intestinalnich kryptach. Tyto poznatky poukazuji na GATA4 a GATAGS jako na potencialni
tumor supresorové geny a na GATAG jako na potenciélni onkogen (Zheng, R., Blobel, GA.,
2010).

Nejen genetické zmény, ale také epigenetické zmény, jako je metylace CpG ostruvkn
Vv promotorovych oblastech gentl, hraji dilezitou roli ve ztraté funkce GATA geni. Casté
metylace v GATA4 a GATAS genu byly pozorovany u primarnich gastrointestinalnich
nadord (Akiyama, Y. et al., 2003), u nadoru plic (Guo, M. et al., 2004) a také vaje¢nikl
(Wakana, K. et al., 2006).

Rodina GATA transkrip¢nich faktort se podili na regulaci genové exprese a bunééné
diferenciace. U ovarialniho karcinomu byly ¢asto pozorovany odchylky v expresi GATA4
(Lassus, H. et al., 2001, Capo-chichi, CD. et al., 2003, Cai, KQ. et al., 2009). Capo-chichi et
al. poukazali na ztratu exprese GATA4 zejmeéna u serdznich typu karcinomt ovaria, pfi¢emz
u mucindznich karcinomii byla exprese zachovana. Déle ztratu exprese GATA4 popsali Cai et
al., a to u serozniho, svétlobunééného i endometroidniho typu ovaridlniho karcinomu. Na
druhé stran¢ McEachin et al. prokazali, ze vétSina vzorku ovarialniho karcinomu povrchového
epitelu si expresi GATA4 zachovala. Tato zjisténi naznacuji, ze GATA4 transkripéni faktor
hraje dulezitou roli v karcinogenezi ovarialniho karcinomu a zda se, ze je spojen i
histologickym typem ovarialniho karcinomu.

S vyuzitim nové navrzenych primerti se ndm v nas$i studii podafilo odhalit metylaci
promotorové oblasti GATA4 u 27 z 67 (31.3%) vzorku ovaridlniho karcinomu. Statisticky
vyznamné vyss$i Cetnost metylace sledovaného CpG mista GATA4 promotoru u nadorové
skupiny v porovnani s nenadorovou skupinou naznacuje, Ze metylace GATA4 promotoru
mize hrat dilezitou roli v karcinogenezi ovaridlniho karcinomu. Tato data koreluji s vysledky
vyzkumu Tokijské skupiny Wakana et. al. ptestoze analyzovali metylaci GATA4 promotoru
v odliSném misté, prokazali castou metylaci GATA4 promotoru u bunéénych linii
odvozenych od bunék ovarialniho karcinomu a u patnacti pacientii s ovarialnim karcinomem.
Na podkladé téchto vysledki mizeme fici, ze metylace GATA4 promotoru hraje dilezitou
roli v ovarialni karcinogenezi, zejména pak u endometroidniho typu. Tato skutecnost by
mohla byt v budoucnosti vyuzita pro screening ovarialniho karcinomu, protoze metylovana
DNA se objevuje Vv télesnych tekutinach, napiiklad v plazmé pacientek s ovaridlnim
karcinomem. Vzhledem Kk tomu, Ze stupen metylace DNA izolované z plazmy koreluje se
stupném metylace DNA izolované z nadorové tkané, predpoklada se, Ze zdrojem metylované
DNA v plazmé jsou pravé nadorové bunky (Ibanez de Caceres, I. et al., 2004).

NaSe studie je prvni studii, ktera prokdzala statisticky vyznamné vyS$$i Cetnost
metylace GATA4 promotoru u endometroidniho typu v porovnani se serO0znim typem
ovarialniho karcinomu (69.2% vs. 19.1%). Incidence GATA4 metylace se slabé zvySuje u
Casnych stadii v porovnani s pozdnimi stadii ovarialniho karcinomu (43.5% vs. 25%);
nicméné vzhledem k nizkému poctu vzorkl v této podskupin€ neni prokazatelnd statisticka
vyznamnost a nemizeme tedy z téchto dat vyvozovat zadné zavéry. Z porovnani dalSich
klinicko-patologickych charakteristik je patrna vyssi cetnost metylace u vzorktl v gradu 2, nez
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v ostatnich gradech. K prokazani souvislosti metylace GATA4 promotoru se stddiem a
gradingem nadoru je nutnd dalsi studie s v&étsim poctem vzorki.

Integrované genomické analyzy ovaridlniho karcinomu ukazuji ¢étyfi podtypy
ovarialniho karcinomu v souvislosti s metylaci promotoru. Tyto podtypy signifikantné
souviseji s odchylkami v BRCA inaktivaci, s pfezitim a vékem pacientek. Rozdily mezi
podtypy ovarialniho karcinomu pravdépodobné odrazi kombinaci etiologickych a rodovych
ucinki a predstavuji vEtsi prostor pro zlepSeni managementu specifické 1é€by ovarialniho
karcinomu prostiednictvim podtypu navrzené péce (Cancer Genome Atlas Research Network,
2011). NaSe studie ukazala metylaci promotoru GATA4 u 31.3% vzorkd ovarialniho
karcinomu, zejména u endometroidniho typu. Na podklad¢ téchto dat, mizeme predpokladat,
ze prave tato ¢ast vzorki miize predstavovat urcitou podskupinu ovaridlniho karcinomu.

Dalsi ¢asti studie bylo zavedeni a zoptimalizovani MS-MLPA a vysetfeni metyla¢niho
profilu vybranych gent. Pro tuto studii jsme zvolili k analyze dva kity dodavané firmou
MRC-Holland a analyzovali jsme pomoci nich 47 tumor supresorovych geni.

Metylace analyzovanych CpG mist geni ATM, TP53, PTEN, VLH, GSTP1, RBla,
MGMTb, PYCARD, EPHB2, NFla, THBS1, PCNA, MEN1la, LMNA, RBM14, IGF2RDb,
MEN1b, MUS81b a CDH1 nikdy neptekrocila zvoleny prah pro metylaci, coz naznacuje, Ze
metylace téchto CpG mist pravdépodobné nehraje dulezitou roli pii vzniku a vyvoji
ovaridlniho karcinomu. Na druhé stran¢ sledovand CpG mista geni BRCA1, BRCAZ,
MGMTa, PAX5, CDH13, TP73, WT1, CHFR, ESR1, MSH6, THSB1, CADM1, STK11,
PAX6, CDKN2A, GATA5, RARB, CD44, RB1b, BCL2, PTEN, RARRES]1, TERT, SFRP1a,
IGF2Ra, NF1b, TWIST1, APAFla, DNAJC15, NTRK1, PXMP4, APAFlb, PCCA, PAXE6,
MUS81a, SFRP1b, GATA4, PXMP4 a WIF vykazovala metylaci v rizném rozsahu nad
zvolenou cut-off hodnotu. U gent MSH6, APAFla a DNAJC15 se vyskytovala metylace s
vysokou frekvenci jak u vzorkil ovaridlniho karcinomu, tak v kontrolni skupiné.

U genu MSH6 byla prokazana ¢asta metylace u karcinomu prsu a také normalni prsni
tkané (Moelans, CB. et al., 2011). Vzhledem k tomu, Ze jsme v nasi studii rovnéZ prokazali
velmi Castou metylact MSH6 jak u ovaridlni nadorové, tak nenadorové tkané, je mozné
usuzovat, Ze tato metylace mize byt specifickd pro ovaridlni a prsni tkan. Nase vysledky
naznacuji, Ze stejné tak by mohla byt pro ovarialni tkan specificka metylace v promotorovych
oblastech gentit APAF1a a DNAJC15.

Statisticky vyznamné vyssi frekvenci metylace jsme pozorovali u geni MGMTa,
PAX5, CDH13, WT1, THBS1, GATA5, NTRK1, GATA4 a WIF1 u nadorové skupiny
vzorki v porovnani s nenddorovou skupinou. Tento poznatek naznauje, Ze metylace
promotorovych oblasti téchto tumor supresorovych genl muze hrat dulezitou roli
Vv karcinogenezi ovaridlniho karcinomu. Sledovani metylace téchto genli by mohlo byt
V budoucnosti vyuZito pro screening ovaridlniho karcinomu, jelikoZ jak jiZ bylo zminéno
metylovana DNA muze byt prokdzana i v plazmé pacientti (Ibanez de Caceres, I. et al.,
2004). Dale by mohla mit metylace téchto genii vyznam v chemoterapii zaloZzené na
epigenetickych zménach, jelikoz napf. rezistence k derivatim platiny je siln€ spojovéana
s metylaci indukovanou odpovédi (Asadollahi, R. et al., 2010).

0-6-methylguanine-DNA methyltransferaza (MGMT) je protein podilejici se na
opravé DNA. Odstranénim cytotoxickych adukti 6-O-methylguaninu v DNA zabranuje
vzniku DNA ,crosslinks®“. Roh et al. prokazali metylaci promotoru MGMT u 14.7%
mucindéznich a svétlobunéénych typt ovaridlniho karcinomu. NaSe data z MS-MLPA,
prestoze jsou zaméteny na prikaz metylace v jiném CpG misté se s jejich vyzkumem shoduji,
coz podporuje myslenku, ze MGMT se vyznamné podili na vzniku a progresi ovarialniho
karcinomu.

PAX5 (paired box gene 5) patii do rodiny transkripénich faktordt PAX. Hlavnim
rysem této genoveé rodiny je novy, velmi konzervativni DNA vazebny motiv, znamy jako
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parové pole. PAX proteiny jsou duleZitymi regulatory v ¢asném vyvoji a ovliviiuji expresi
gent podilejicich se na nadorové transformaci. Nase studie je prvni studii, kterd prokazala u
ovarialniho karcinomu statisticky vyznamné vyssi metylaci promotorové oblasti genu PAXS.
U ostatnich nadorovych onemocnéni byla metylace PAXS pozorovana v 0-6% (Palmisano,
WA. et al., 2003)

Protein kddovany THBS1 (thrombospondin 1) genem je podjednotkou disulfidicky
propojené homotrimerické bilkoviny. Tato bilkovina je adhezivni glykoprotein, ktery
zprostiedkovava interakce bunka-bunika a bunka-matrix. Muze se vazat na fibrinogen,
fibrinonektin, lamin a kolagen typu V. Bylo prokazano, Ze hraje dileZitou roli pii agregaci
desticek, angiogenezi a tumorgenezi. Nase studie je opét prvni studii, kterd prokéazala
statisticky vyznamné vy$$i metylaci promotorové oblasti THBS1 u ovariadlniho karcinomu. U
ostatnich nadorovych onemocnéni byla metylace THBS1 pozorovana v 2-43% (Bonazzi, VF.
etal., 2011).

Metylace gend WT1 (Wilms tumor suppressor 1) a vySe popsaného GATAS
transkripéniho faktoru jiz byla u ovarialniho karcinomu popsana (Kaneuchi, M. et al., 2005,
Wakana, K. et al., 2006, Montavon, C. et al., 2012). Gen WT1 koduje transkripéni faktor,
ktery na C- konci obsahuje ¢tyfi zinkové motivy a na N-konci prolin/glutanim bohaté DNA-
vazebné domény. Tento transkripéni faktor ma dulezitou roli v normalnim vyvoji
urogenitalniho systému. Kaneuchi et al. prokadzali pomoci MSP metylaci u 88.2%
svétlobunécnych a u 24% serdznich histologickych podtypt ovaridlniho karcinomu. Nase data
ziskana z MS-MLPA ukazuji metylaci u 10% ovarialniho karcinomu (0% svétlobunéény,
6.3% serdzni). Tento rozdil mize byt zplisobeny tim, Ze byla sledovana metylace v jiném
CpG misté promotové oblasti. Toto zjisténi demonstruje dalezitost polohy CpG dinukleotidi,
coz je diskutovano v ¢lanku ‘Analysis of Promoter CpG Island Hypermethylation in Cancer:
Location, Location, Location!” (Vlodrop, 1J. et al., 2011).

H-kadherin (kadherin 13) kodovany genem CDHI13 patii do skupiny kadherinti, které
zajist'uji bunéény kontakt. H-kadherin je lokalizovany na povrchu bunééné membrany, do niz
je zakotven pomoci GPI kotvy. Tento protein postrada cytoplazmatickou doménu
charakterizujici ostatni ¢leny kadherinové rodiny, a proto neni povazovan za butnika-builka
adhezni glykoprotein. H-kadherin ptsobi jako negativni regulator ristu axoni béhem nervové
diferenciace. Také chrani cévni endotelové bunky pied oxida¢nim stresem indukovanou
apoptdzou a je spojovan s odolnosti proti ateroskleréze. Gen CDHI13 je ¢asto metylovany u
mnoha typi nadori. Gen CDHI13 je casto metylovan také u dédi¢ného i1 sporadického
ovarialniho karcinomu (Bol, GM. et al., 2010). Bol et al. analyzovali metylaci CDH13 také
pomoci MS-MLPA, ovsem jinym kitem (MEOO1B), analyzovali tedy odlisné CpG misto. U
ovarialniho karcinomu byl tedy v obou téchto CpG mistech prokazan vyznamny stupei
metylace. Nase studie tak potvrzuje, ze metylace CDH13 hraje dulezitou roli v karcinogenezi
ovarialniho karcinomu (metylavano bylo vice nez 50% vzorki ovaridlniho karcinomu).

NTRK1 (Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 1) gen kdduje protein z rodiny
neurotrofnich tyrozin kinazovych receptort (NTKR family). Kindza vazajici se na tento
receptor fosforyluje sebe a proteiny zapojene do MAPK drahy. V nasi studii jsem prokazali
signifikantn¢ vyssi ¢etnost metylace tohoto genu u vzorkd ovaridlniho karcinomu v porovnani
s kontrolni nenddorovou tkani. Tapia et al. poukazali na vyssi expresi NTRK1 u ovarialniho
karcinomu, jako potencialniho markeru ovarialniho karcinomu. Toto tvrzeni v korelaci
SnaSim experimentem muze naznaCovat, ze sledované¢ CpG misto muize byt nejenom
metylované, ale hydroxymetylované, protoZze hydroxymetylace ma opac¢ny dopad na expresi
DNA v porovnani s metylaci. Na druhé strané je nutné si uvédomit, ze jsem analyzovali
pouze jedno jediné CpG misto v celé promotorové oblasti, které nemusi mit na genovou
expresi vliv.

20



Pomoci MS-MLPA jsem prokazali stejné jako pomoci MSP statisticky vyznamné
vyssi Cetnost metylace GATA4 genu u ovaridlniho karcinomu. MSP prokazala metylaci
u 31.3% vzorkl ovaridlniho karcinomu a u zddného vzorku nenddorové kontrolni tkané. MS-
MLPA, ktera sledovala metylaci pouze jednoho CpG mista prokézala metylaci u 61.4%
vzorkl ovarialniho karcinomu a u Zadného vzorku nenadorové kontrolni tkdné. Tento rozdil
je dany tim, Ze navrzené primery pro MSP pokryvaji 4 CpG mista, pficemz jedno z toho je
stejné jako u MS-MLPA. Nase data spole¢n¢ se studiemi Wakana et al. a Montavon et al.
prokazuji vyznam metylace u ovaridlniho karcinomu. NaSe studie tedy nejen ze potvrdila
vyznam metylace GATA4 genu u ovarialniho karcinomu, ale soucasné také odhalila nova
CpG mista GATA4 promotorové oblasti, kterd jsou metylovana pouze u ovarialniho
karcinomu.

Protein kédovany genem WIF1 funguje jako inhibitor WNT proteinti, které jsou
extracelularnimi signalnimi molekulami hrajicimi duleZitou roli v embryonalnim vyvoji.
Tento protein se sklada z domény WNT inhibi¢niho faktoru (WIF) a z péti EGF-like domén
(epidermal growth factor), a tak je zapojeny do mezodermélni segmentace. WIF1 gen plisobi
jako tumor supresorovy gen, jehoz epigenetickd regulace byla prokdzana u nékolika nadori
(Mazieres, J. et al, 2004, Taniguchi, H. et al., 2005, Deng, Y. et al., 2010). NaSe studie
poukazuje na vyznam epigenetické regulace WIF1 genu také u ovaridlniho karcinomu,
zejména pak u pokrocilych stadii.

Na rozdil od ostatnich geni u ESR1 byla prokédzana statisticky vyznamné (p<0.001)
vyss8i Cetnost metylace u kontrolnich nenadorovych vzork v porovnani s nddorovou tkani.
ESR1 patii do skupiny nuklearnich receptorti aktivovanych ligandy. Sklada se z nékolika
dialezitych domén vazajicich hormony, DNA a aktiva¢ni transkripéni faktory. Tento protein se
nachazi v jadru, kde muze tvofit homodimery a spole¢né s ESR2 heterodimery. Estrogen a
jeho receptory maji nezastupitelnou roli v sexualnim vyvoji a funkci reprodukénich organd.
Estrogenové receptory jsou zapojeny taktéZ do mnoha patologickych procesi, jako nador
prsu, endometridlni karcinom a osteopordza. U karcinomu prsu byla jiz difive prokazana
metylace ESR1, ktera byla statisticky vyznamné spojena se snizenou expresi estrogenoveho
receptoru a (ERa) (Gaudet, MM. et al., 2009). Tato publikace spolecné s naSimi daty
naznacuje, ze by mohla byt u nenddorové ovarialni tkané snizena exprese Ero v porovnani
s nadorovou ovarialni tkani a mohla by byt touto cestou ovlivnéna metabolicka aktivita
nadorovych bun¢k.

Zmény v metylaci DNA u ovarialniho karcinomu jsou ¢asto spojovany s klinicko-
patologickymi charakteristikami (Asadollahi, R. et al., 2010). Montavon et al. prokazali vyssi
cetnost metylace u ,high grade® serd6znich nadorti ovérii. Abou-Zeid et al. ukdzali vyssi
frekvenci metylace CDKN2A u maélo diferencovanych (grade3) nadort. V nasi studii vybrané
tumor supresorové geny analyzované pomoci MS-MLPA také korelovaly s gradingem
tumoru. Nadorové vzorky gradu 2 vykazovaly statisticky vyznamné vys$si frekvenci metylace
PTEN genu v porovnani s gradem 1, 3. Vzhledem k malému poétu vzorkd v gradu 2 vSak
nemizeme z této skute¢nosti vyvozovat zadné zavéry. K prokazani spojitosti mezi metylaci
PTEN a gradingem je nutna dalsi studie S vétSim pocétém vzorkt v této subkategorii.
Z histologického hlediska jsme prokazali vyznamné vysS§i Cetnost metylace u
endometroidniho podtypu ovaridlniho karcinomu, a to zejména u genit MGMTa, PAXS5,
CDH13, THSB1,GATA5 a GATAA4. Se stadiem nemoci potom vyznamné korelovala
metylace WT1 (Casna stadia) a WIF1 (pozdni stadia) gent.
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8. Zavér

V nasi préci jsme se zabyvali studiem metylace DNA u ovaridlniho karcinomu jakozto
nejcastéjsi priciny umrti pacientek na gynekologické zhoubné nadory. Vzhledem k agresivité
tohoto onemocnéni je velice dilezité podrobné zmapovat molekularné biologické parametry
vcetné téch epigenetickych, jez by pozd€ji mohly byt vyuzity jak v diagnostice, tak 1€cbé
ovarialniho karcinomu. Nejprve jsme se zaméfili na zavedeni a zoptimalizovani technik
vhodnych pro analyzu metylace DNA izolované z parafinovych blockii. DalSim krokem pak
byla analyza vybranych CpG mist pfedevSim tumor supresorovych gent.

Zaveérem muzeme fici, Ze se nam podafilo zavést a zoptimalizovat MSP a MS-MLPA,
Které jsou pouzitelné pro analyzu metylace malo kvalitni DNA izolované z parafinovych
blockii. Pomoci MS-MLPA je dokonce mozné analyzovat témét vSechny izolované vzorky.
Tato skutecnost je dana predevsim tim, Ze na rozdil od MSP MS-MLPA nevyzaduje pomérné
agresivni hydrogensifi¢itanovou pfeménu, jejiz negativni dopad se projevi zejména u malo
kvalitni fragmentované DNA izolované z tkané fixované formalinem, zalité parafinem.

Diky nasemu projektu byla popsana u ovaridlniho karcinomu vyznamnost metylace u
dosud jesté nepopsanych CpG mist. NaSe studie ukazala u vzorkli ovariadlniho karcinomu
statisticky vyznamné zmény ve frekvenci metylace sledovanych CpG mist u gentt TP53,
GATA4, MGMTa, PAX5, CDH13, WT1, THBS1, GATA5, ESR1, NTRK1 a WIF1.
Frekvence metylace jednotlivych CpG mist dokonce vyznamné korelovala s klinicko-
patologickymi charakteristikami, jako je stddium, grading a histologicky typ nadoru ovarii.
Tato pozorovani potvrzuji dilezitost metylace DNA u ovaridlniho karcinomu Vzhledem k
tomu, ze zmény v metylaci DNA jsou Casto pozorovany jako jedny z prvnich zmén
doprovazejicich karcinogenezi, mohly by byt vyuzity jako markery ¢asnych stadii ¢i dokonce
prekanceroznich stavii. Vyse charakterizované epigenetické charakteristiky mohou mit v
budoucnu své vyuziti v programu screeningu ovarialniho karcinomu, terapeutickém pfistupu a
individualizaci 1écby zejména u platina rezistentnich nadorti ovarii.

V soucasné dobé pokracujeme v naSem vyzkumu, pfiemz se zaméfujeme na
detailnéj$i prozkoumani metylace promotorovych oblasti genu GATA4 a CDH13. VyuZzivame
sekvenovani nové generace (platformu Roche 454). V budoucnu bychom nasi studii chtéli
nadale prohlubovat a rozsifit sledovani zmén v metylaci vybranych CpG mist u tkanovych
vzorkli na analyzu volné nadorové DNA izolované z plazmy pacientek s ovarialnim
karcinomem, a to zejména vysoce citlivymi metyla¢né specifickymi real-time technikami.

9. Dosazeni cilu

1. Zavedli a zoptimalizovali jsme dvé metodiky — MSP (Metyla¢né specifickou PCR)
a MS-MLPA (Methylation Specific Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification).

2. Zjistili jsme, Ze pro analyzu metylace malo kvalitni DNA izolované z parafinovych
blocki je vhodné&jsi MS-MLPA nez MSP. Tato skutecnost je dana pfedevsim tim,
ze MS-MLPA nevyzaduje pomérné agresivni hydrogensiti¢itanovou pfeménu.

3. Prokazali jsme souvislost metylace promotorovych oblasti sledovanych gent
s ovarialnim karcinomem, viz. publikace: Methylation in the p53 promoter in
epithelial ovarian cancer, Methylation analysis of tumor suppressor genes in
ovarian cancer using MS-MLPA a Promoter methylation of GATA4, WIF1,
NTRKZ1 and other selected tumor suppressor genes in ovarian cancer v priloze.
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4. Prokazali jsem korelaci metylace vybranych gend s klinicko-patologickymi
charakteristikami ovarialniho karcinomu, viz. publikace: Methylation in the p53
promoter in epithelial ovarian cancer, Methylation analysis of tumor suppressor
genes in ovarian cancer using MS-MLPA a Promoter methylation of GATA4,
WIF1, NTRK1 and other selected tumor suppressor genes in ovarian cancer v
priloze.
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