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Abstrakt

Metylace DNA je vyznamny epigeneticky proces, ktery se podili na regulaci transkripce gent v
lidském organismu. B&hem metylace dochézi ke kovalentni modifikaci DNA navazanim
metylové skupiny na cytozinové zbytky na tzv. CpG dinukleotidech. Ty se hojné nachazeji
zejména v promotorovych oblastech genti, znamych jako CpG ostrivky. Metylace v téchto
oblastech zapfi€ini transkripéni inaktivaci pfisluSnych gentl. Zda se, Ze epigenetické zmény jsou
zodpovédné za vznik a prib&€h nadorovych onemocnéni stejn€ jako genetické alterace.
Abnormalni metylace ur¢itych gentli byla nalezena v mnoha nadorovych tkanich a to pfedevsim u
tzv. tumor-supresorovych gent, jejichZ inaktivace vede ke vzniku a rozvoji nadorového bujeni.
Tato prace se zabyvé vlivem hypermetylace téchto genti na nadorova onemocnéni, konkrétn€ na
karcinomy plic a kolorekta. Sumarizuje dosavadni poznatky a sméry v oblasti aplikovaného
vyzkumu, ktery se zabyva vyznamem metylacnich markeri a mozZnosti jejich vyuziti v klinické

praxi.

Kli¢ova slova: metylace DNA, rakovina plic, rakovina kolorekta, tumor-supresorové geny,

metylaéni markery.

Abstract

DNA methylation is an important epigenetic mechanism involved in regulation of gene
transcription. It is covalent modification of human DNA by addition of a methyl group to the
cytosine residues at CpG dinucleotides. They are frequently located within the promoter regions
of genes, known as CpG islands. Methylation within the islands has been shown to be associated
with transcriptional inactivation of the corresponding genes. Epigenetic changes seem to be
responsible for carcinogenesis like genetic alternations. Abberant methylation of some genes has
been found in many types of tumor tissues, especially of the tumor-suppressor genes because
their inactivation lead to tumor growth and development. This thesis is concerned with effect of
hypermethylation these genes on cancer, especially on lung and colorectal carcinomas. It
summarizes present knowledge and ways in research of methylation markers and the possibilities

to use them in clinical practice.

Key words: DNA methylation, lung cancer, colorectal cancer, tumor suppressor genes,

methylation markers.
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Seznam zkratek

5,10-CH,-THF
5mC
ACF
AD

BS

BSP
BRA
CH;
CIMP
CpG
CT
DNA
DNMT
FAP
FCC
HDAC
HNPCC
MBD
MeCP
M-faze
MMR
MSI
MSP
mRNA
MTHFR
NSCLC
PCR
QMSP
SAH
SAM
SCLC

SQ

5,10-metylentetrahydrofolat

5-metylcytozin

abnormalni ohniska stfevnich krypt (aberrant crypt foci)
adenokarcinom

bisulfidické sekvenovani

PCR pro bisulfidické sekvenovani

bisulfidicka restrikéni analyza

metylova skupina

metylatorovy fenotyp (CpG island methylator phenotype)
cytozin v sousedstvi guaninu

pocitaova tomografie

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DNA (cytozin-5-)-metyltransferaza

familiarni adenomaté6zni polypdza

familiarni kolorektalni karcinom

histonova deacetylaza

hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom

vazebna doména pro metylovany CpG (methyl-CpG-binding domain)
vazebny protein pro metylovany CpG (methyl-CpG-binding protein)
mitoticka faze bunééného cyklu

mismatch repair (typ opravy DNA)

mikrosatelitové nestabilita

metylacné-specificka PCR

medidtorova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)
(5,10)- metylentetrahydrofolat reduktaza

nemalobunéény karcinom plic (non small cell lung cancer)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
kvantitativni metyla¢né-specifickd PCR
S-adenosylhomocystein

S-adenosylmetionin

malobunéény karcinom plic (small cell lung cancer)

skvamozni karcinom



Geny

APC
BRCAl
CDHI1
CDHI13

CDKN2A/pl6
CDKN2A/pl4

CHFR
DAPK
FHIT
GSTP1
hMLH]1
MGMT
KRAS
THBS1
TP53
RASSF1A
SFN
RARB

adenomatous polyposis coli

breast cancer 1, early onset

cadherin 1, E-cadherin (epithelial)

cadherin 13, H-cadherin (heart)

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16)
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p14)
checkpoint with fork-head associated and ring finger
death-associated protein kinase 1

fragile histidine triad gene

glutathione S-transferase pi

mutL homolog 1

0O-6-methylguanine-DNA methyltransferase
v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
thrombospondin 1

tumor protein p53

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 1
stratifin

retinoic acid receptor, beta



1. Uvod

Nadorova onemocnéni jsou velmi nebezpecna onemocnéni, ktera spolu s kardiovaskularnimi
chorobami patii mezi nej€astéjsi pfi¢iny umrti u nas i ve svét€. Vyznacuji se nekontrolovatelnym
bunéénym dé€lenim a schopnosti nadorovych buné€k infiltrovat do okolnich tkéni. Za vznik
rakoviny jsou zodpovédné zmény na Grovni DNA zplsobené genetickymi a vnéjs$imi faktory.
Bylo zji§téno, Ze do nadorového bujeni mohou byt zapojeny také epigenetické mechanizmy.
Jedna se o procesy, pfi kterych se neméni primarni struktura DNA, tedy sekvence nukleotidd, ale
dochézi k modifikaci DNA nebo chromatinové struktury a to zapfiini zménu v expresi genu.
Mezi nejdulezitéjsi epigenetické mechanizmy patii metylace DNA. Jde o chemickou modifikaci
DNA, pii které dojde k navazani CHj3 skupiny na cytozin na CpG dinukleotidech. Ty se vyskytuji
v zdravém lidském genomu zfidka a jsou téméf vzdy metylované. Vyjimku tvofi specialni
oblasti s vysokou frekvenci CpG dinukleotidi, tzv. CpG ostrivky, které jsou zpravidla
nemetylované. CpG ostrivky se nachazeji hlavné¢ v promotorovych oblastech geni a jejich
metylace zpisobi transkripéni inaktivaci pfislu§ného genu. V lidském organismu existuji geny, o
nichZ se vi, Ze jejich poskozeni vede k nadorovému bujeni, jde o tzv. tumor-supresorové geny.
Piedpoklada se tedy, Ze inaktivace téchto genti zpisobenad metylaci je jednou z pficin vzniku a

rozvoje nadorovych onemocnéni.

Tato prace se zabyva vlivem metylace DNA na nadorova onemocnéni a zaméfuje se na geny,
které jsou v nadorech nejéastéji metylovany a to specialné v karcinomech plic a kolorekta. Jsou
zde nastinény sméry soucasnych vyzkumt, které se zabyvaji vyznamem metylace t€chto genti a
moznosti jejich dal§itho vyuziti v klinické praxi, jako je stanoveni prognozy choroby, v€asna

diagnoza a moZnost navratu rakoviny ¢i pfedpoveéd’ ucinnosti 1é¢by.



2. Metylace

Metylace DNA patii mezi epigenetické procesy. Jedna se o d€je, které jsou dédi¢né, ale ne podle
klasickych Mendelovych zakont. Jde o informace, které nevypovidaji o zakladni struktuie DNA,
ale o stupni genové exprese v jednotlivych ¢astech DNA. K epigenetickym zménam dochézi
v pribéhu ontogeneze a vysledkem jsou odli$né bun€cné linie, tkan€ i organy. Jedna se o zmény
mechanizmy patii metylace DNA a modifikace histonl, pfedevsim jejich deacetylace. Oba tyto
jevy se podileji na aktivité gend i celych chromozomu a rozhoduji o jejich transkripéni aktivité

(Salozhin et al, 2004).

Metylaci DNA se rozumi proces, pii kterém dochdzi k pfipojeni metylové skupiny CHj; na
cytozin. Metylova skupina je pfipojena kovalentni vazbou na uhlik v 5'pozici pyrimidinového
kruhu a vznika S5-metylcytozin (SmC). Metylace probiha na cytozinech, které jsou v sousedstvi
s guaninem, na tzv. CpG dinukleotidech. Ty se v lidském genomu nachazeji v pomé€mé malém
mnozZstvi, pravdépodobné proto, Ze mizZe dochazet ke spontanni deaminaci SmC na tymin
(Strathdee a Brown, 2002). CpG dinukleotidy byvaji ve zdravém organismu metylovany asi ze
70% (Kress et al, 2001). Vyjimkou jsou tzv. CpG ostriivky, malé oblasti lidského genomu, velké
od 0,5 do 5 kb a bohaté na CpG dinukleotidy. V lidském genomu se nachazi ptiblizné¢ 30 000
CpG ostriuvki a 50 az 60% znich je asociovano s geny, piedev§im s jejich promotorovymi
oblastmi. CpG ostriivky jsou ve zdravych tkanich nemetylované. Jejich abnormalni metylace
zpusobi zmény v transkripéni aktivité pfislusnych genl a to miZe byt jednim z diivodi vzniku

nadorového bujeni (Strathdee a Brown, 2002).

Hlavnim donorem metylové skupiny je S-adenosylmetionin (SAM). Reakce je katalyzovana
enzymem DNA metyltransferazou (DNMTs) a vznikd SmC a S-adenosylhomocystein (SAH)
(obr.1).



Obr.1: Metylace cytozinu na S-metylcytozin (Luczak a Jagodzinski, 2006).

Tato reakce je soulasti fet€zce reakci metabolismu uhliku 1, ktery zahrnuje syntézu purinu a
tymidinu a také syntézu metioninu a SAM, ktery se podili na metylacnich reakcich. Hlavnim
enzymem, zprostfedkovéavajicim pfenos metylové skupiny zjedné Casti cyklu do druhé, je
metylentetrahydrofolat reduktaza (MTHFR), ktera konvertuje 5,10-metylentetrahydrofolat (5,10-
CH,-THF) na 5-metyl-THF a ten se stdvd donorem metylové skupiny pro pfeménu
homocysteinu na metionin. Cely tento cyklus je zavisly na bioaktivnich latkach jako je kyselina
listova (folat), vitamin B12 nebo metionin (Ulrey et al, 2005). Pfedpoklada se tedy, Ze i tyto
latky mohou pfispét ke vzniku rakoviny a to jak globalni hypometylaci, tak mistn€-specifickou
hypermetylaci. Pfikladem je folat, kdy bylo prokézano, Ze jeho nedostatek zpisobuje globalni
hypometylaci, ale zaroven hypermetylaci regulaéni oblasti genu CDH13 (Jhaveri et al, 2001).

K metylaénim zménam v lidském genomu dochézi béhem embryonalniho vyvoje. Spermie i
vajitka maji genom témet cely metylovany. Oplodnéni odstartuje proces globélni demetylace a
nasledné de novo metylace. Hlavni zmény v metylaci DNA jsou dokonéeny béhem uhnizdéni
embrya do dé€loZni sliznice. O poznani mén€ metylacnich zmén probihd v pozdnich fazich
vyvoje zarodku. Jde piedev§im o zmény b&hem organogeneze, kdy dochazi ke tkanove-
specifické expresi (Salozhin et al, 2004). K dal$im metylanim modifikacim dochéazi v prib&¢hu
Zivota uZ jen vzacné€. Hovofi se o zvySeni metylace n€kterych genti béhem starnuti a o zménéch
v metylaci zpsobenych pfijmem zivin, které jsou kliCové pro metylaéni metabolismus. Defekty
v ramci tohoto metabolismu mohou zplsobit kardiovaskuldrni a nervové choroby (Ulrey et al,
2005). A v neposledni fad¢ milize abnormalni metylace DNA podnitit proces karcinogeneze
(Salozhin et al, 2004).



Pfedavani metylaénich vzorti dal$im buiikam béhem déleni probihd prostfednictvim enzymi
DNA metyltransferaz (DNMTs), které katalyzuji pfenos metylové skupiny na cytozinovy zbytek.
Jejich dvé hlavni funkce spolivaji vrozpoznani specifickych DNA sekvenci a katalyze
samotného pfenosu metylové skupiny. Existuje vice typd DNMTs. Udrzovaci DNMT1 je
zodpovédna za zachovani metylaéniho vzoru béhem replikace DNA, kde katalyzuje metylaci na
nové syntetizovaném feté¢zci DNA. DNMT3A a DNMT3B patii mezi de novo metyltransferazy,
které zprostfedkovavaji de novo metylaci a jsou vyuZivany predevs§im pii opétovné metylaci

v ranné fazi embryonalniho vyvoje (Obr.2) (Okano et al, 1998 v Salozhin et al, 2004).

ONMTY

Obr. 2: Rozdil mezi DNA metyltransferazami DNMT1 a DNMT3A/B. A) UdrZzovaci DNMT1 metyluje
hemimetylovanou DNA v priib&hu replikace. B) de novo DNMT3A, DNMT3B ptidavaji metylovou skupinu na
nemetylovanou DNA (Luczak a Jagodzinski, 2006).

Dulezitost metylace spo€iva vtom, Ze je to vyznamny faktor pfi kontrole genové exprese.
Genovou expresi rozumime pfeménu genu (sekvence DNA) na genovy produkt (protein), ktera
zahruje dé&je jako je transkripce, translace i posttranslaéni modifikace. Metylace DNA
zpusobuje represi transkripce dvéma mechanizmy. Prvnim z nich je pfimé zabranéni vazby
transkripénich faktor na sekvence DNA obsahujici CpG dinukleotidy. Druhym zplsobem je
inhibice transkripce prostfednictvim specialnich transkripénich inhibitori, které rozpoznaji
metylovanou DNA a navédzi se na ni. Jednéd se o tzv. MBD (methyl-DNA-binding domain)
proteiny, které jsou schopny se specificky vazat na metylované CpG mista na DNA. Né&které
z téchto proteint (MBD2, MBD3 a MeCP) vytvaii komplexy s histonovymi deacetylazami
(HDAC:) a spole¢né se podileji na deaktivaci chromatinu. HDACs katalyzuji deacetylaci histont
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a tim obnovuji pozitivni naboj lyzinovych zbytkd na N-koncovych ¢astech aminokyselin histont.
Dojde tak ke zpevnéni vazby mezi DNA a histony a chromatin se stdva transkripéné inaktivni

(Obr. 3) (Brown a Strathdee, 2002).

Core Acetylated Transcription RNA DNA Deacetylated Methylated
histone histone tail polymerase |l histone tail CpG pairs

Transcription on Transcription off
Non-methylated nucleosomal DNA Methylated nucleosomal DNA
TRENDS in Molecular Medicine

Obr. 3: Zmény chromatinové struktury po epigenetickych modifikacich. Transkrip&n& aktivni chromatinova
strukura ma nemetylovanou nukleozomalni DNA, histonové zbytky jsou acetylované. Na DNA se vazi transkrip&ni
faktory a RNA polymeraza II miiZe zacit pfepisovat geny. Po epigenetickych modifikacich jsou CpG ostriivky na
nukleozomalni DNA metylovany, s &imZ souvisi i deacetylace histonti a to vede ke ztrat® transkripéni aktivity

chromatinu (Brown a Strathdee, 2002).

2.1. Metylace ve zdravych tkanich

Jak jiz bylo zminéno, k metyla¢nim zménam v lidském genomu dochazi ptedev§im v rannych
fazich embryonalniho vyvoje, kde jsou nezbytné pro spravné nastaveni genové exprese ve
vyvijejicim se organismu. Pozdéjsi zmény jsou vzacné a Casto souvisi s patogenezi organismu.
Vyjimkou jsou useky genomu, které je nutno udrZet v inaktivnim stavu, jako jsou introny,
repetitivni sekvence ¢i retrotranspozomy (Adams, 1990). Déale se metylace CpG ostrivkil
vyskytuje ve zdravém lidském organismu ve dvou ptipadech. Za prvé jde o inaktivaci sami¢iho
X-chromozomu metylaci pfislusnych gend, protoze je potfeba kompenzovat genovou vybavu
obou pohlavi (Heard et al, 1997). Druhym ptfipadem je genovy imprinting, kde jsou
exprimovany pouze geny od otce nebo od matky a druhd alela je utiSena pravé diky metylaci

(Bartoloméj a Tilghman, 1997).
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2.2. Metylace v nadorovych tkanich

2.2.1. Globalni hypometylace

Ztrata metylace v normdaln€ metylovanych oblastech lidského genomu se nazyva globélni
hypometylace. V nadorovych tkanich byla hypometylace pozorovéana v sekvencich, které byvaji
normalné silné metylovany, at’ uz jde o heterochromatinové repetice, retrotranspozomy nebo
endogenni retrovirové elementy. Zkouma se moZnost vlivu globalni hypometylace na
chromozomovou stabilitu. Chromozomalni aberace jsou totiZ také €asté ptiCiny karcinogeneze.
Hovofti se také o aktivaci potencionalnich onkogent, zpisobenou jejich demetylaci. Pres tyto
poznatky je otdzka hypometylace v nadorovych onemocnénich stale nejasna a je potfeba dalsiho

zkoumani k jejimu objasnéni (Ehrlich, 2002).

2.2.2. Mistné-specificka hypermetylace

Mistné-specifickd hypermetylace je prozkoumana mnohem vice. Jednd se o metylaci CpG
ostrivkll v regulanich oblastech genl, které byvaji v normalnich tkanich nemetylované.

Dochazi tak k transkripéni inaktivaci a geny nemohou spravné plnit svou funkeci.

V nadorovych tkanich bylo objeveno velké mnoZstvi genli sabnormalni metylaci. Jsou to
predevsim tzv. tumor-supresorové geny, jejichZ inaktivace, at’ uz je dana mutaci ¢i epigenetickou
zménou, vede k nadorovému bujeni. Tyto geny se ucastni regulace bunééného cyklu
(CDKN2A/p14, CDKN2A/p16), reparace DNA (MGMT, hMLH1, BRCA1), apoptozy (DAPK),
adheze a metastaize (CDH1, CDHI13), biotransformace (GSTP1), signalni transdukce
(RARB, APC), rezistence vuci 1éktim, diferenciace, detoxifikace a dal$ich (Das a Singal, 2004).

Hypermetylace je d€j mistné-specificky, to znamen4, Ze probihd pouze v mistech CpG ostravki.
Jedna se ale také o jev tkanové-specificky. Existuji geny, které byly nalezeny metylovany
v témé&f vSech nadorovych tkanich, ale i geny, které jsou typické pouze pro ur€ity nador.
Piikladem je gen CDKN2A/pl6, regulator bunééného cyklu, jehoZ aberantni metylace byla
nalezena ve vice nddorovych tkanich (Herman et al, 1995). Naopak hypermetylace genu GSTP1

je uzce spojena s karcinomem prostaty (Singal et al, 2001).
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3. Detekce metylace

V soucasné dob€ existuje n¢kolik metod pouzivanych k odhaleni metylovanych CpG ostrivki
v promotorovych oblastech gend. Z dne$niho pohledu jiz klasickou a ptekonanou metodou je
analyza pomoci restrikénich enzymi. Restriktdza specificky $té€pi nemetylovanou DNA a
metylovanou DNA nechava neporusenou. Ta je pak detekovana pomoci PCR. Nevyhodou této
metody je, Ze DNA muze byt netplné rozdélena a vede tak k fale$n€¢ pozitivnim vysledkim
(Steigerwald, 1990).

Nejznaméjsi a nejpouzivanéj$i metodou je analyza DNA po konverzi bisulfidem sodnym. Jedna
se o chemickou modifikaci DNA, b&hem které sledem chemickych reakci dojde k deaminaci

cytozinu na uracil, pficemZ metylovany cytozin zistava nezménén (Obr.4) (Wang et al, 1980).

STEP 1
NH, Sulphonation NH,
/ l HSO, oM /
o]\. ™ ) Oy
H n
C ne
Yios sulphona!o
?l STEP
e oumln-uon
" NSO\ "
I\ | - ]\
o o 80
" i}
] H
Alkall
Uracil Desuiphonation  Uracil
sulphonate

Obr. 4: Schéma bisulfidické konverze. 1.krok: sulfonace,
2 krok: hydrolyticka deaminace, 3.krok: alkalicka desulfonace
(Clark et al, 1994).

Dalsim krokem je samotna analyza konvertované DNA a to nejcastéji dv€ma zptisoby. Prvni se
nazyva metylacné-specifickd PCR (MSP). Pomoci vhodn€é navrzenych primerti se rozlisi
metylovany a nemetylovany isek DNA. Jsou tedy potfeba dvé sady primerti, které obsahuji co
nejblize svého 3” konce CpG pary pro metylovanou DNA a pro nemetylovanou DNA na stejném
mist¢ TpG pary. Podle toho, sjakymi primery vznikne produkt, se zjisti, zda je dany usek
metylovany nebo nemetylovany (Obr. 5). Oba tyto primery také musi amplifikovat stejné misto

na DNA, jinak by to nevedlo k optimélnim vysledkim. (Herman et al, 1996).
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Druhou metodou je bisulfidické sekvenovani, kde je piimo detekovan cytozin v piipad¢ jeho
metylace v pivodni DNA nebo tymin, pokud nebyl cytozin v plivodni DNA metylovan (Obr.5).
Primery pro sekvenovani nesmi na rozdil od MSP nasedat na oblast s CpG dinukleotidy, aby
PCR fungovala v ptipadé¢ metylované i nemetylované DNA. Vznikly PCR produkt by mél
idealn¢ pokryvat usek s co nejvétsim pocetm CpG mist. Bisulfidické sekvenovani ma oproti
MSP tu vyhodu, Ze umoziuje sledovat delsi sekvence DNA s vét§im poctem CpG dinukleotidu.
Naopak nevyhodou je potieba vétsiho mnozstvi vstupni DNA, jelikoz b&hem konverze
bisulfidem sodnym dochazi ¢asto ke ztratdm (Frommer et al, 1992). Nejkritictéj$im bodem
analyz metylaci je navrZzeni vhodnych primert. Optimalné by mél mit PCR produkt velikost

kolem 200 bp a primery 25 bp (Li a Dahiya, 2002).

"CG-—CG--_CG
(1 )l Bisulfite modification

m m
CG-—-UG-—-CG

BSP!(Z) (3)! MSP

(‘G—TG--C G

M"“ Ean

ﬁ \, Electrophoresis
Dlreet sequencmg

Obr. 5: Schéma bislufidického sekvenovani a MSP. 1) Modifikace DNA bisulfidlem sodnym. 2) PCR pro
bisulfidické sekvenovani (BSP). 3) Metyla¢né-specificka PCR (MSP), M-metylovana DNA, U-nemetylovana DNA
(Li a Dahiya, 2002).

Dale se pouzivaji variace techniky konverze, uzptisobené ke kvantitativni analyze metylaci jako
je MethylLight, vyuZivajici fluorescenéné znacenou real-time PCR (Eads et al, 2000). Na
podobném principu funguje i MethylQuant (Thomassin, 2004) ¢i HeavyMethyl (Cottrell, 2004).

Pracuje se na dal$ich metodach, které by umoznily pfesnou a snadnou detekci metylovanych
CpG ostrivkil. Jednou z moznosti je vyuZiti rekombinantnich proteinii nesoucich MBD domény,
coz umozni snazs$i detekci metylované DNA (Gebhard, 2006; Rauch a Pfeifer, 2005). Metoda
COMPARE-MS kombinuje vyuziti téchto proteind s restrikénimi enzymy (Y egnasubramanian et
al, 2006).
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4. Nadorova onemocnéni

4.1. Rakovina plic

Rakovina plic je jednim z nejroz§ifenéjsich nadorovych onemocnéni u obou pohlavi a u nas i ve
svété predstavuje velmi zavazny celospoleCensky problém. Podle mezinarodnich statistik z roku
2006 byla nejcastéji se vyskytujicim’nédorovym onemocnénim rakovina prsu (13,5% ze v§ech
typl rakoviny), nasledovala rakovina tlustého stfeva (12,9%) a rakovina plic (12,1%), ktera byla
zéroveti nejéast&j$i pticinou Gmrti (az pétina ze viech umrti na nadory). I v Ceské republice se
rakovina plic fadi na tfeti misto v incidenci (98,4/100.000 u muzt a 24,9/100.000 u Zen) a na

prvni misto v po¢tu umrti na nadorova onemocnéni (Ferlay et al, 2006).

Objevuje se predev§im u muzi, ale i u Zen vyskyt v posledni dob€ prudce stoupa. Hlavni pfi¢ina
je vSeobecn€ znama4, jedna se o koufeni. To, Ze je rakovina plic Casto smrtelnd, je v disledku
stanoveni diagnozy az v pokro€ilych stadiich nemoci, kdy uz jsou $ance na uzdraveni velmi
nizké. V brzkych stadiich choroby je odhaleno pouze 15 az 20% piipadt. Vysetfeni se provadi
hlavné vyuzitim rentgenovych snimkid, mezi modern€j$i a pfesn€j$i metody patii pocitacova
tomografie (CT) (Votruba, 2007). Nyni se uvazuje o molekularné-genetickych metodach, které
by umoznily detekci pfitomnosti nddoru zachytem specifickych nadorovych markerti z télnich
tekutin, pfedev§im z krve, v pocatcich rozvoje nadorového onemocnéni nebo u rekurentniho
karcinomu. Jednou z cest by mohla byt pravé pfitomnost metylovanych gent, které by slouzily

jako markery k detekci karcinomu.

Karcinomy plic jsou déleny do 2 histologickych skupin: na nemalobuné¢né karcinomy plic (non
small cell lung cancer, NSCLC) a malobuné¢né karcinomy plic (small cell lung cancer, SCLC),
které jsou mén€ Casté. Nemalobunééné karcinomy se dale dé€li na karcinomy skvamozni,
adenokarcinomy a velkobunétné karcinomy. VSechny tyto typy maji rizné biologické vlastnosti

a proto se i jejich zkoumané markery mohou ligit (Simi¢kova, 2005).

4.1.1. Nejéastéji hypermetylované geny v plicnich karcinomech

U rakoviny plic bylo objeveno vice nez 40 hypermetylovanych genli. Mezi nej¢astéji studované
geny patii: CDKN2A/p16, RASSF1A, DAPK, RARB, MGMT, FHIT, APC a geny z rodiny
cadherinti (CDH1, CDH13). VSechny tyto geny se v tumorech vyskytuji obvykle metylované

15



z vice jak 20% (Tab.1). Zkoumaji se i dalsi geny, které zatim nejsou tak Casto zmiflované a

jejichZ aberantni hypermetylace by mohla mit také vyznam v nadorovém procesu, napiiklad

CHEFR a SFN (Comn et al, 2003; Mizuno et al, 2002; Osada et al, 2002; Ramirez et al, 2005).

Nejtastéji hypermetylované geny v plicnich karcinomech
gen %metylace’  polet pacienti typ nddoru’ technika® reference
APC 72 90 NSCLC (stage I) QMSP Harden et al, 2003
24 105 NSCLC MSP Safar et al, 2005
CDH1 58 224 NSCLC MSP Nakata et al, 2006
18 107 NSCLC MSP Zochbaue;bl\(;lluller et al,
66 105 NSCLC MSP Safar et al, 2005
CDH13 43 305 NSCLC MSP Kim J.S. et al, 2005
42 335 NSCLC MSP Kim et al, 2006
44 63 NSCLC(AD+SQ) nested MSP Hsu et al, 2007
CD;?;ZA/ 21,9 224 NSCLC MSP Nakata et al, 2006
51 237 NSCLC (AD) MSP Divine et al, 2005
35 335 NSCLC MSP Kim et al, 2006
17 90 NSCLC (stage I) QMSP Harden et al, 2003
25 107 NSCLC MSP Zochbauezr;)lz)'lluller etal,
53 63 NSCLC(AD+SQ) nested MSP Hsu et al, 2007
39 105 NSCLC MSP Safar et al, 2005
DAPK 36 206 NSCLC (AD) MSP Divine et al, 2005
17 90 NSCLC (stage I) QMSP Harden et al, 2003
19 107 NSCLC MSP Zochbauezr;)I:)'Iluller etal,
23 105 NSCLC MSP Safar et al, 2005
FHIT 52,2 224 NSCLC MSP Nakata et al, 2006
21 335 NSCLC MSP Kim et al, 2006
39 63 NSCLC(AD+SQ) nested MSP Hsu et al, 2007
MGMT 16 90 NSCLC (stage I) QMSP Harden et al, 2003
21 107 NSCLC MSP Zochbauezrblz)drller et al,
10 105 NSCLC MSP Safar et al, 2005
38 90 NSCLC MSP Brabender et al, 2003
RASSF1A 33 242 NSCLC MSP Kim et al, 2003
38 209 NSCLC (AD) MSP Divine et al, 2005
48 63 NSCLC(AD+SQ)  nested MSP Hsu et al, 2007
15 105 NSCLC MSP Safar et al, 2005
RARB 39 335 NSCLC MSP Kim et al, 2006
40 107 NSCLC MSP Zochbauezr;)lz)/lluller et al,
54 63 NSCLC(AD+SQ)  nested MSP Hsu et al, 2007

Tab. 1: Nej¢ast&j§i hypermetylované geny v plicnich karcinomech. 1) Procento vyskytu hypermetylovaného
genu ve sledovanych tkanich pacientii. 2) Histologicky typ nadorové tkan&: nemalobun&ny karcinom plic
(NSCLC), adenokarcinom (AD), skvamodzni karcinom (SQ). 3) Technika pouZitad k detekci metylace: metylaéné-
specificka PCR (MSP), fluorogenni real-time MSP (QMSP).
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4.2. Rakovina tlustého stieva a kone¢niku

Kolorektalni karcinom je druhé nejcastéji se vyskytujici nddorové onemocnéni u nas i v Evrop€ a
patii i mezi druhou nejéast&jsi pfiéinu umrti na nadory. Ceské republika se dokonce fadi na 2.
misto v Evropé€ co do vyskytu tohoto nadorového onemocnéni (Ferlay et al, 2006). Na rozdil od
karcinomu plic je zde hlavnim rizikovym faktorem strava a vét$inou toto onemocnéni vzniké az
po 50. roce Zivota. Pfiblizn€ 15% kolorektalnich karcinomi je dédi¢nych. Jedna se o familiarni
adenomat6zni polypdzu (FAP), hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC) a tzv.
familiarni kolorektalni karcinom (FCC). Vétsina kolorektalnich karcinom je ale sporadicka, coz
znamena, Ze vznika na zaklad¢ ptisobeni vnéjsich faktord, nikoliv kviili dédi€nym piedpokladiim

(Kiss a Tomasek, 2007).

Naprostou vétSinu nadoru tlustého stfeva tvoii sporadické adenokarcinomy, coZ jsou nadory
vznikajici ze Zlaznatych bun¢k stfevni sliznice. N&které adenokarcinomy mohou vznikat
z adenomovych polypll, vyrustkd sté€n stfeva a posléze metastdzovat do dalSich orgéni (Kiss a
Tomasek, 2007).

Jako u vSech nadorovych onemocnéni jsou nejvétsi Sance na uzdraveni pfi zdchytu nemoci
v ¢asnych stadiich, u kolorektalnich karcinomt tomu byva asi u poloviny pifipadi. Detekce neni
tak obtizna jako u karcinomu plic, k vySetfeni se pouziva fada metod jako je kolonoskopie, CT ¢i
ultrazvuk bficha. (Kiss a Tomasek, 2007). A podobné jako u karcinomu plic se nyni zkouma i

moznost vyuziti molekularné-genetickych markera k diagnostice.

4.2.1. CIMP

U kolorektalnich tumort byl v souvislosti s metylaci zaveden pojem metylatorovy fenotyp (CpG
island methylator phenotype, CIMP). Nadorové tkan¢ s CIMP+ vykazuji vysoky stuperi metylace
ve vybranych modelovych genech. Pozitivni metylatorovy fenotyp se vyskytuje pfiblizné u 30%
kolorektalnich karcinomti (Van Rijnsoever, 2003). Naopak CIMP- znali takové tumory, u
kterych se metylace vyskytuje jen vyjime¢né. Studie zabyvajici se metylatorovym fenotypem si
zvoli paletu gent, na zaklad€ kterych stanovi metylacni stav nadorové tkané (Toyota et al, 1999).
Nasledné se zjist'uji souvislosti s tim spojené, jako je moznost detekce rannych stadii nadoru z
krve, prognézu choroby, vliv na 1é¢bu nebo asociace s obvyklymi kolorektdlnimi mutacemi.

Geny, které urCuji CIMP, se mirné€ li$i, hlavnim kritériem je, aby byly v normélni tkani
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nemetylované. Nejcastéji to byvaji klasické tumor-supresorové geny CDKN2A/p16, MGMT,
hMLH, CDKN2A/p14 a DAPK (Anacleto et al, 2005, Marsit et al, 2006). CIMP byl vySetfovan
i v dalsich nadorovych tkanich, ale nefungoval stejn€ jako u kolorektalnich tumori. Jelikoz je
metylacni proces specificky, nelze jej aplikovat obecné€ na jakoukoliv naddorovou tkan (Marsit et
al, 2006).

4.2.2. Nejéastéji hypermetylované geny v kolorektalnich karcinomech

W

Nejcastéjsi hypermetylované geny, které byly objeveny v kolorektdlnich tumorech jsou
CDKN2A/p16, h(MLH1 a MGMT a v o néco mensim zastoupeni CDKN2A/p14, APC a DAPK
(Tab.2). Uplatiiuji se nejen ke stanoveni CIMP, jak je uvedeno vyse, nebo k vySetfovani ucinki
metylovanych genl jednotlivé. A jsou objevovany dal$i geny, naptfiklad CHFR, ktery byl

nalezen metylovany v plicnich i kolorektalnich tumorech (Com et al, 2003).

Nejtastéji hypermetylované geny v kolorektilnich karcinomech
gen % metylace'  polet pacienti typ nddoru’ technika’ reference
APC 18 39 karcinom MethyLight Chen et al, 2005
18 108 karcinom MSP, BS Esteller et al, 2000
18 48 adenom MSP, BS Esteller et al, 2000
CDKN2A/p16 21 66 karcinom MSP Bazan et al, 2006
karcinom Van Rijnsoever et al,
36 206 (T3.T4) MSP 2003
18 106 karcinom MSP Anacleto et al, 2005
51 47 karcinom MSP Krtolica et al, 2007
30 57 karcinom MSP Prall et al, 2006
17 188 karcinom BRA Shen et al, 2007
CDKN2A/p14 16 106 karcinom MSP Anacleto et al, 2005
11 188 karcinom BRA Shen et al, 2007
DAPK 19 106 karcinom MSP Anacleto et al, 2005
81 22 karcinom (T1) MSP Mittag et al, 2006
hMLH1 14 21 karcinom MSP Strazzullo et al, 2003
17 106 karcinom MSP Anacleto et al, 2005
4 188 karcinom BRA Shen et al, 2007
MGMT 29 106 karcinom MSP Anacleto et al, 2005
40,7 27 adenom MSP Qi et al, 2005
435 62 karcinom MSP Qietal, 2005
29 90 karcinom MSP Nagasaka et al, 2003
53,8 26 ACF MSP Menigatti et al, 2007
77,8 9 karcinom MSP Menigatti et al, 2007
43 47 karcinom MSP Krtolica et al, 2007
40 314 karcinom(249), MSP Esteller et al, 2001
adenom (65)

Tab. 2: NejéastéjS§i hypermetylované geny v kolorektalnich karcinomech. 1) Procento vyskytu

hypermetylovaného genu ve sledovanych tkanich pacientt. 2) Je zde uveden kolorektalni karcinom, benigni adenom
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a premaligni stadia karcinomu tzv. abnormalni ohniska stfevnich krypt (ACF, aberrant crypt foci). V zavorce je

uvedena pokro¢ilost nadoru (tumor: T). 3) Technika pouzita k detekci metylace: metylané-specifickda PCR (MSP),
bisulfidicka restrikéni analyza (BRA), kvantitativni metoda real-time MSP: MethylLight, bisulfidické sekvenovani

(BS).

4.3. Funkce genii hypermetylovanych v nadorovych tkanich

Studie zabyvajici se hypermetylaci se zaméfuji na geny, u kterych se predpoklada, Ze jejich

inaktivace vede ke vzniku a rozvoji nadorovych onemocnéni. Je proto dllezité znat jejich funkci,

kterd prozradi mozné nasledky pro buiiky, které by mély dany gen inaktivovan v disledku

hypermetylace. Jednad se pfedevS§im o pozitivni regulaci apoptézy nebo negativni regulaci

buné¢ného ristu a déleni (Tab.3).

Funkce nejvyznamnéjSich genii, zahrnutych ve vyzkumu metylaci

gen

APC
CDH1

CDH13
CDKN2A/p16

CHFR

DAPK
FHIT

GSTP1
hMLH1
MGMT

RASSF1A
RARB

SFN (14-3-3 sigma)
THBS1

cely ndzev

adenomatous polyposis coli
cadherin 1, E-cadherin (epithelial)

cadherin 13, H-cadherin (heart)
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
(p16)

Checkpoint with fork-head associated
and ring finger

death-associated protein kinase 1
fragile histidine triad gene

glutathione S-transferase pi
mutL homolog 1
0O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase

Ras association (RalGDS/AF-6) domain

family 1

retinoic acid receptor, beta
stratifin

thrombospondin 1

funkce

tumor supresor, signalni transdukce

bun&&na adheze, pohyb a proliferace epitelialnich
bun¢k

bun&&na adheze

tumor supresor, regulace buné¢ného cyklu v G1 a
G2 fazi, zahmut i v proliferaci a apoptdze

- vyvafi alterantivni transkripty (p16)

kontrolni bod pro vstup DNA do metafaze
buné&¢ného déleni pfi mitotickém stresu

pozitivni regulator apoptozy

mozZny tumor supresor , kontrola bun&¢ného cyklu
a apoptozy

detoxifikace (biotransformace elektrofilnich latek)
opravy DNA (mismatch repair systém)

opravy DNA (odstranéni alkylové skupiny z O%-
pozice guaninového zbytku)

potencionalni tumor supresor, inhibice proliferace,
kdduje homolog Ras efektoru

kontrola bun&&ného cyklu a rlistu bun¢k ,
kontrola bun&&ného cyklu, vstup buiiky do M-faze
interakce bun¢k a matrix

Tab. 3: Souhrn funkci viech gend, které jsou zmifiovany v nasledujicim textu o vyzkumu hypermetylovanych gent

(http://www.genecards.org).
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5. Hlavni sméry aplikovaného vyzkumu hypermetylaci

5.1. Detekce hypermetylace genii a exprese proteini

Cilem mnoha praci zaméfenych na problematiku metylace v nadorech je dosahnout co
nejpiesnéj§ich poznatki o vlivu hypermetylovanych genli na naddorova onemocnéni. Samotny
vyzkum se proto provadi pifimo na pacientech stimto onemocnénim, kdy se detekci
hypermetylovanych geni v nadorovych tkanich hleda konkrétni vyznam téchto gend pro
pacienty. Né&které ztakovych studii sleduji i stupeni exprese piislusnych proteint, ktery by

potvrdil asociaci hypermetylace promotorovych oblasti gend s jejich transkripéni inaktivaci.

Piikladem je studie genu MGMT u kolorektalniho karcinomu, kde z 28 karcinomi vykazujicich
ztratu exprese MGMT mélo 24 karcinom tento gen hypermetylovany (Qi et al, 2005). Podobné
tomu bylo u genu APC, kde vSech 20 kolorektdlnich adenoml bez hypermetylovaného APC
ukazalo expresi mRNA, zatimco Zadny ze 4 metylovanych adenomti mRNA neexprimoval
(Esteller et al, 2000). Studie z roku 2006 sledovala metylacni stav a expresi proteinu u genu
CDHI1, CDKN2A/p16 a FHIT u 224 pacientl s karcinomem plic. Souvislost hypermetylace
promotoru s genovou expresi byla nalezena pouze u genu CDKN2A/p16, kde byla ztrata exprese
u 63,3% ptipadl s hypermetylaci tohoto genu. U CDH1 a FHIT nebyla nalezena signifikantni
asociace. Oba tyto geny jsou tedy kromé metylace inaktivovany jest¢ jinymi faktory nebo
mechanizmy (Nakata et al, 2006). Podle Denga et al hypermetylace CpG ostriivkil v oblasti
promotoru nesouvisi komplexné se ztratou genové exprese. Dokladaji to na studii genu hMLH1
u rakoviny kolorekta. Promotor zde byl rozdé€len na ¢asti A, B, C a D a pomoci bisulfidického
sekvenovani analyzovan. Bylo zji$t€no, Ze oblast C (-248 az —178) hraje vyznamnou roli
v inhibici exprese hMLH1. V3echny nadorové bunécné linie, které exprimovaly hMLH1 byly
v této oblasti nemetylované, zatimco ty, které hMLHI1 neexprimovaly mély tuto oblasti
kompletné metylovanou. Naopak oblast A (-711 az —577) neni kritickd pro inaktivaci genové
exprese. Je proto dilezité védét, Ze ne vZzdy metylace CpG ostriivkli souvisi se ztratou genové
exprese (Deng et al, 1999). Studie genu SFN dokazala, Ze hypermetylace a exprese genového
produktu je nejen genové-specifickd, ale zavisi i na povaze histologické tkané€, ve které je dany
gen hypermetylovan. Hypermetylace byla nalezena u malobunéénych karcinomt a karcinomi
velkych buné€k, zatimco u ostatnich typd NSCLC se hypermetylace a ztrata exprese gend téméf
neobjevila. Prekvapivé se nasla hypermetylace SFN i v normélni plicni tkéni a to konkrétn¢ v

tkani neepitelialni (stroma) obsahujici fibroblasty a lymfocyty (Osada et al, 2002). Tento jev
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neni uplné ojedinély, studie metylace SFN u karcinomu prsu také ukazala aberantni metylaci

v normalni neepitelidlni tkdni (Umbricht et a/, 2001).

5.2. Asociace s mutacemi

Mutace jsou Castou pfi¢inou vzniku nadorovych onemocnéni, proto se zkoumd i mozna
souvislost s metylacemi a to u gent, jejichz funkce by tomu napovidala. Z nejznaméjsich
hypermetylovanych geni to jsou RASSF1A u karcinomu plic a opravné geny MGMT a hMLH]1

u kolorektalnich karcinomu.

Hledana souvislost hypermetylace promotoru RASSF1A s mutaci v KRAS onkogenu nebyla
potvrzena. To vede k zavéru, Ze inaktivace genu v disledku metylace RASSF1A je jinak
zahrnuta v patogenezi plicnich karcinomi neZ v signaliza¢ni draze Ras (Kim et al, 2003; Divine

et al, 2005; Liu et al, 2007).

[ u genu MGMT se hleda spojitost s bodovou mutaci v onkogenu KRAS, ¢astou u kolorektalnich
tumort. Hlavni funkci MGMT je odstran&ni $kodlivé alkylové skupiny z O%-pozice guaninového
zbytku na DNA. Pokud na guaninu ziistane alkylovéa skupina (nejéasnéji metylova), pak se O°-
metylguanin chybné péruje s tyminem béhem replikace, coz vede ke konverzi G-C parti na A-T
pary. Bylo prokédzano, Ze 13 z 19 kolorektalnich tumorti s bodovou mutaci (G—A) v KRAS
onkogenu mélo metylovany MGMT (Qi et al, 2005). I v americké studii ze stejného roku, kde se
na 95 pacientech zkoumala hypermetylace MGMT, bylo odhaleno, Ze u 46% metylovanych
nadori byla signifikantni asociace s tranzici KRAS (Shen et al, 2005). Bodové mutace jsou Casté
1 u tumor-supresorového genu TP53 a i u n¢j byla nalezena asociace s hypermetylaci promotoru

MGMT (Esteller et al, 2001).

Vyzkum genu hMLH1 se nezaméfuje pfimo na somatické mutace, ale na tzv. mikrosatelitovou
nestabilitu (MSI). MSI se vyskytuje u 15% sporadickych kolorektdlnich tumorti a vétSiny
hereditarnich nepolyp6znich kolorektalnich karcinomid (HNPCC). MSI je charakterizovana
nasobnymi chybami v repetitivnich sekvencich DNA (mikorsatelitech) v disledku nefunkéniho
mismatch repair (MMR) systému. To znamena Ze inaktivace MMR gend, mezi které patii praveé
hMLH1, vede k ukladdni chyb b&hem replikace a tim mikrosatelitové nestabilité. Bylo
prokazano, Ze hypermetylace promotoru hMLH1 tzce souvisi s MSI v kolorektalnich tumorech

(Anacleto et al, 2005; Herman et al, 1998; Kim H.C. et al, 2005).

21



5.3. Vyznam hypermetylovanych genii jako molekularnich markeri

Jednim z hlavnich cili studia metylaci jsou poznatky o zahrnuti hypermetylovanych geni
v procesu karcinogeneze. Sleduji se nadorové tkan€ i okolni normalni tkan. Geny, které jsou
v nadorech vyrazn€ hypermetylované znaci dulezité markery. Metylaéni markery mohou byt pak
vyuzitelné k moznosti detekce karcinomu, pokud by byly zachyceny i v krvi ¢i jinych télnich
tekutindich nebo mohou slouzit k pfedpovédi prognézy choroby a mozZnosti jejiho navratu.
Vyzkum diagnostickych markerti se zaméfuje bud’ na jednotlivé kandidatni geny nebo na
skupinu vice gentll a na zaklad¢ jejich funkce ptedpoklada jejich zahrnuti v procesu nadorového

bujeni.

VétSina zkoumanych gend u karcinomu plic se ve studiich opakuje, mezi nejCastéji zafazované
patii CDKN2A/p16, CDH13, RASSF1A, GSTP1, RARB, FHIT, MGMT a DAPK a vSechny tyto
vyzkumy ukazuji, Ze metylace a naslednd inaktivace té€chto genii je Castym fenoménem
v NSCLC a tyto geny jsou potencionaln€ vyuzitelné k diagnéze (Ehrich et al, 2006; Safar et al,
2005; Tsou et al, 2007; Zéchbauer-Miiller et al, 2001).

Vyvoj sporadického kolorektalniho karcinomu je né€kolikastupriovy proces, charakterizovany
podle Vogelsteina vyskytem somatickych mutaci u n€kolika onkogenii a tumor-supresorovych
geni (Fearon a Vogelstein, 1990). Mutace genu APC je pfitomna aZ u 80% sporadickych
kolorektalnich karcinomt a souvisi s rannymi stadii nadorové progrese, proto se uvazuje i o roli
inaktivace genu APC v disledku hypermetylace. Hypermetylace promotoru APC byla nalezena
u 20 ze 108 (18%) kolorektélnich karcinomi. Pro potvrzeni, Ze je tento proces zahrnut v ¢asnych
stadiich tumorgeneze, bylo vySetfovano i 48 benignich adenomi a metylace byla objevena opét u
18% z nich (Esteller et al, 2000). Kim et al studovali nadorovou progresi na paleté 5 gen,
kromé APC i THBS1, MGMT, hMLH1 a GSTP1 a nejmén¢ jeden ztéchto gend byl
hypermetylovan u 60% adenomi a 75% karcinoml. Déle byla uvaZovana moZnost odliseni
karcinomu a adenomu podle metyla¢niho profilu, to se ale dokazat nepodatilo (Kim H.C. et al,
2005). S tumorgenezi kromé APC souvisi i gen MGMT. Zabyvali se jim Menigatti et al a
nalezli hypermetylaci promotoru MGMT jak u kolorektalnich karcinomd, tak v premalignich
stadiich karcinomu nazyvanych abnormélni ohniska stfevnich krypt (ACF, aberrant crypt foci)
(Menigatti et al, 2007).

Po prokazani pfitomnosti metyla¢nich markerti v nddorovych tkanich se uvazuje nad moznosti

jejich praktického vyuzZiti. A jednou z nich miiZze byt odhad prognézy choroby a moznosti jejiho
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navratu. U rakoviny plic je ptikladem studie opravného genu MGMT. Pacienti
bez hypermetylovaného MGMT méli vétsi Sance na preZiti oproti pacientim s metylaci v tomto
genu. MGMT by tak mohl byt dileZitym biomarkerem k zji§téni agresivnéj§iho prub&éhu NSCLC
(Brabender et al, 2003). Gen CDH13, ktery je ¢asto hypermetylovan i u rakoviny prsu, se také
zda byt vhodnym genetickym markerem plicniho karcinomu. V této studii byla prokazana
asociace hypermetylace genu CDH13 s invazivitou nadoru a metastazemi (Kim J.S. et al, 2005).

Déle i soufasnd metylace geni DAPK a APC v plicni nddorové tkani je spojena s t€ZSim

prib&hem nemoci (Harden et al, 2003).

Velké nadéje se vkladaji do sledovani pacientli po 1é€b€ rakoviny. U karcinomu plic je Casta
recidiva po odstranéni nadoru, proto by bylo praktické opé pomoci vhodné€ zvolenych
genetickych markerti vysledovat moznou pfitomnost zbytkovych nadorovych tkani, ptipadné
Casny zachyt metastdz. Harden er al vySetfovali hypermetylaci  promotori u gena
CDKN2A/p16, MGMT, GSTP1, APC a DAPK v nadorové tkani a nésledn¢ v lymfatickych
uzlinach, které mohou ukazat ptitomnost skrytych metastaz. 81% z 90 pacienti mélo
hypermetylovany nejméné jeden z té€chto gend v nadorové tkéni a u 15% z nich byla objevena
stejna alterace v lymfatické uzlin€ (Harden et al, 2003). Nebezpeci navratu choroby sledovali i
Kim et al, ktefi k detekci vyuzili geny CDKN2A/p16, GSTP1, FHIT, CDH13 a RARf. Méli
k dispozici velky soubor 335 pacienti s NSCLC po odstranéni nadoru. Bylo zji§téno, Ze geny
nesouvisi s moznosti recidivy samostatn€, ale teprve soucasnd metylace geni FHIT a
CDKN2A/p16 v nadorové tkani vyrazné zvySuje moznost navratu rakoviny (Kim et al, 2006).
To doklada, Ze ke zvySeni efektivity studii metylacnich markert je dobré sledovat vice gent
najednou, protoze teprve jejich kooperace muiiZe poskytnout dilezité informace. Jednim z
nejnovejSich prirtstkll k témto poznatkiim je studie zvefejnéna 13. bfezna 2008 v New England
Journal of Medicine. Brock et a/ hodnotili hypermetylaci 7 genid a objevili, Ze CDKN2A/p16,
CDH13, APC a RASSFI1A byly vysoce hypermetylovany u pacientii, kterym se rakovina plic
vratila. Prakticky vysledek téchto objevu je, Ze by lékafi na zadklad€é té€chto informaci zvolili

agresivnéj$i metody chemoterapie (Brock et al, 2008).

U kolorektalniho karcinomu, narozdil od karcinomu plic, kde byla metylace MGMT spojovana
s hor$i prognézou, soucasna metylace geni CDKN2A/p16 a MGMT predikuje pacientim méné
agresivni pribéh choroby (Krtolica et al, 2007). Gen MGMT je velmi vyznamny i v souvislosti
s moznosti rekurence karcinomu a odpovédi na lécbu. Pacienti s kolorektdlnim karcinomem po

operaci a prodélané chemoterapii byli vySetfovani na hypermetylaci genu MGMT. Rekurentni
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karcinom se objevil b&hem 3 let mnohem ¢&ast&ji u pacientii bez metylace MGMT na rozdil od

pacientd s hypermetylovanym genem (Nagasaka et al, 2003).

5.4. Detekce hypermetylovanych gent v télnich tekutinach

Jak jiZ bylo zminé€no, hlavnim problémem vétSiny nadorovych onemocnéni je zachyceni az
v pozdnich stadiich, kdy uZ jsou Sance na uzdraveni velmi nizké. Geny vyskytujici se
metylované v nadorové tkani i v télnich tekutinach by mohly slouzit jako markery k detekci
Casnych stadii karcinomu nebo rekurentniho nddoru. Pozorost je zaméfena piedev§im na tumor-
supresorové geny, které se podileji na nadorovém bujeni. Detekce hypermetylace v télnich
tekutinach, jako je krev, sliny a dal$i, by byla neinvazivni a snadnou metodou ke sledovani
rizikovych osob. Vétsina studii se zamétuje na detekci z periferni krve. Bylo zji§téno, Ze pacienti
s nadorovym onemocnénim maji zvySenou hladinu volné DNA v krvi (Leon et al, 1977). Proto

se zaCalo uvaZovat i nad jejim vyuZzitim k detekci aberantnich metylovanych gent.

Esteller et al jako prvni testovali hypermetylaci promotord u genti CDKN2A,/p16, DAPK,
GSTP1 a MGMT v plicnim karcinomu a periferni krvi. 15 z22 pacientt s NSCLC mélo
hypermetylovany alespoii jeden z téchto genti a u 11 znich byla nalezena hypermetylace i
v periferni krvi (Esteller et al, 1999). V roce 2005 byla publikovana studie, ktera sledovala
hypermetylaci v krvi u 200 osob, které prod€laly bronchoskopické vySetieni a u 91 z nich byla
diagnostikovana rakovina plic. Hypermetylace nejméné jednoho z vySetfovanych genii byla
nalezena téméf u poloviny pacienti s rakovinou a byla mnohonasobné vy$s$i nez u ostatnich
pacientii bez rakoviny. Pro srovnani se vySetfovala i naddorova tkan a zde byla ze 30 vzorkd
nalezena metylace v 77% ptipadech (Fujiwara et al, 2005). Hsu et al vedli sviij vyzkum pomoci
6 genl a podobné jako v pfedchozi studii hledali spojitost mezi hypermetylaci genti v nadorové
tkani a periferni krvi. Detekce prob&hla u 63 pacienti s NSCLC a u 36 zdravych jedinci a
ukazalo se, Ze nejlepS$imi genetickymi markery jsou CDKN2A/pl6 a RASSF1A (Hsu et al,
2007). Piesto je potieba jest¢ mnohych vylepSeni, aby se detekce z periferni krve dala vyuzivat
v praxi. Problémem vétSiny studii je totiz nizka citlivost, maly po€et vzorkli nebo neptitomnost

zdravych kontrol pro srovnani, coz vysledky znehodnocuje.

Detekce aberantni metylace ze slin je zatim v zaatcich. Belinsky et al sledovali metylaci ve
slindch a v plazmé u 3 skupin probandu: pacientli s prodélanou rakovinou plic, silnych kutaka a

nekufdkid. Objevili, zZe pacienti, ktefi prodé€lali rakovinu, méli Sestkrat astéji hypermetylované
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vice jak 3 z 6 zkoumanych gend ve srovnani s kufdky a tim padem nesli vy$$i riziko ndvratu
choroby (Belinsky et al, 2005). K podobnému zavéru dosel i v dalsi studii, kde se poprvé
zabyval touto problematikou na §ir$i palet¢ gend a sledoval citlivost a specifitu predikce vzniku
rakoviny plic. Vysledky ukézaly, Ze hypermetylace vice jak 3 zkoumanych genu je asociovana
s 6,5-krat vys§im rizikem vzniku rakoviny, pfi€emz citlivost a specifita metody byla 64%

(Belinsky et al, 2006).

U kolorektalnich karcinomii se studie detekce hypermetylovanych gend z télnich tekutin
neobjevuji tak Casto jako u karcinomi plic. Zde je v popfedi zdjmu mozZnost vyvoje karcinomi
z premalignich stadii polypd a adenomi, jak bylo vysvétleno vySe. Vyzkumy detekce z periferni
krve se zaméfuji pfedev§im na gen CDKN2A/p16. Nakayama et al detekovali hypermetylaci
promotoru v tomto genu u 44 z 96 nadorovych tkani a u 30% z nich byla nalezena hypermetylace
i v DNA z periferni krve (Nakayama et al, 2002). To by mohlo pfinést velké vyhody zejména ve
sledovani pacientli po odstranéni nadoru a prodélané chemoterapii. V roce 2003 Nakayama
zopakoval pokus na pacientech, ktefi prodélali rakovinu a potvrdil, Ze detekce metylace genu
CDKN2A/pl16 zperiferni krve miZe byt dostateCn€ citliva a pouzZitelnd metoda k predikci
vyskytu reziduédlni choroby (Nakayma et al, 2003). Bazan et al detekovali pro kolorektalni
tumory charakteristické mutace genti TP53 a KRAS a hypermetylaci CDKN2A/p16 v nadorové
tkani a volné DNA z plazmy periferni krve. Objevili, Ze 50 z 60 pacienti mélo alesponi jednu

z té€chto alteraci v nadoru a u 18-ti z nich byla objevena i v plazmé (Bazan et al, 2006).

5.5. Dalsi zkoumané aspekty hypermetylovanych geni

Jelikoz se vyzkum aplikuje pfimo na pacienty, sleduji se a statisticky vyhodnocuji i dalsi klinické
aspekty, jako jsou mozZné zavislosti hypermetylovanych gent na pohlavi, v€ku a klinickém stavu
pacientl. VétSina zde zminénych studii hodnotila i tyto hlediska, ale nena$la Zadnou
signifikantni asociaci. Vyjimkou je studie genu CHFR, kde byla nalezena asociace s v€kem u
pacientl s kolorektalnimi tumory, u rakoviny plic se podobna souvislost nenasla (Corn et al,
2003). U karcinomu plic si studie ¢asto v§imaly, zda metylaéni stav nadorové tkdn€ nesouvisi
s tim, jestli pochézela od kufaka ¢i nekufdka. Souvislost s koufenim byla nalezena pouze u genu

CDKN2A/p16 s hypermetylovanym promotorem (Divine et al, 2005; Nakata et al, 2006).
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5.6. Vliv hypermetylovanych geni na lé¢bu

Jedna z dulezitych vlastnosti hypermetylace je, Ze se jednd o vratny d€j a proto 1ze genovou
expresi obnovit pomoci specialnich inhibitori. Hlavnim znich je 5-Aza-2’-deoxycytidin,
inhibitor DNA metyltransferazy (DNMT), zvany téz jako Decitabin (Momparler et al, 1997).
Jeho schopnosti vyuZivaji studie, které se zabyvaji sledovanim genové exprese. Ptikladem toho,
Zze 5-Aza-2’-deoxycytidin dokaze demetylovat tkan, je jizZ zminéna studie genu hMLH1, kde
vySetfovali 4 Casti jeho promotoru a sledovali, jak se méni exprese genu po podani 5-Aza-2’'-
deoxycytidinu (Deng et al, 1999) ¢i studie genu CDH13 a CHFR (Toyooka et al, 2001; Mizuno
et al, 2002).

Zkouma se moznost vyuZiti demetylace pfilécb€é ndadorovych onemocnéni, jelikoz se
ptedpoklada, Ze vhodné metyla¢ni inhibitory mohou piekonat rezistenci vii¢i chemoterapeutikiim
a docilit tak u¢innéjsi 1é€by. Rezistence k chemoterapii se vyskytuje u pacientd se vSemi typy
nadoru, ale jeji pfi€iny jsou stadlé malo znamé. Uvazuje se, Ze jednou z pfiCin by mohla byt
inaktivace gent v dtisledku hypermetylace. Uéinky Decitabinu podrobné zkoumala studie z roku
2007, ve které se hledala nejucinngjsi davka chemoterapeutického 1éku Karboplatiny praveé
s Decitabinem. Ten zde potvrdil svou schopnost redukce metylace DNA, ¢imz bylo docileno
vétsi efektivity 1é¢by Karboplatinou (Appleton et al, 2007). Candelaria et al dokazali, Ze pouziti
metyla¢niho inhibitoru (Hydralazinu) spolu s inhibitorem histonové deacetylazy (valproan
hotecnaty) vede k piekondni rezistence vii€i chemoterapeutikim a tim zlepSeni stavu pacientd,
které bylo prokdzano u 80% znich, bez ohledu na druh chemoterapeutik a typ tumoru
(Candelaria et al, 2007).

Nemusi se vyuzivat pouze inhibitori k obnoveni u€innosti chemoterapeutik. I hypermetylovany
gen mizZe byt pfinosny v 1é¢be, zalezi na funkci daného genu a typu léku. Piikladem je gen SFN
(14-3-30), ktery sice nepatii mezi nejcastéj§i metylacné-specifické geny, ale i u né€j byla
nalezena metylace a také dulezité klinické u€inky pro pacienty. Jeho inaktivace vede k porucham
bunééného cyklu a zvysuje tak citlivost k 1ékiim indukujicim apoptézu. Studie prokazala, Ze u
pacientl s hypermetylovanym SFN v krevnim séru byl del$i median pfeziti neZ u pacienti
s nemetylovanym SFN pfi 1é¢bé¢ kombinaci Cisplatina/Gemicitabin v pokrocilych stadiich
NSCLC (Ramirez et al, 2005).
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6. Zavér

Je ziejmé, Ze metylace DNA ve vybranych genech hraje dilezitou roli ve vzniku a prib¢hu
nadorovych onemocnéni. Hypermetylace promotorovych oblasti kli€ovych genli, zejména
s tumor-supresorovou funkci (CDKN2A/pl6, APC, RASSF1A) a opravnou funkci DNA
(hMLH1, MGMT) se vyskytuje v mnoha nadorovych tkanich, coz mé za nasledek transkripéni
utiSeni t€chto gend a tim odchylku od normélniho stavu ve zdravé tkani. Aberantni metylace byla
nalezena i v periferni krvi pacientli s nddorovym onemocnénim, coZz by mohla byt jedna

z moznosti sledovani u¢innosti 1é¢by ¢i detekce rezidualni choroby.

Studium hypermetylace se zaméfuje pfedevsim na hledani vhodnych genetickych markeru, které
by poskytly dilezité poznatky pouzitelné v boji proti nadorovym onemocnénim. Bylo prokazano,
Ze se metylované geny podileji na nadorovém bujeni a Ze mohou ovlivnit vznik pfislu§ného
proteinu. Studium metylace t€chto geni muze slouZit ke stanoveni rizika vzniku a navratu
choroby a miZe pfedpovidat u€innost chemoterapeutické 1é¢by nebo odhalit ptitomnost dalSich
metasdz. U rakoviny plic i kolorektdlniho karcinomu byly nalezeny kli€ové geny, jejichz
metylace je charakteristick4 pro danou nadorovou tkai. Cetné studie na tato témata dokazuji, Ze
se jedna o velmi vyznamny a aktualni smér ve vyzkumu nadorovych onemocnéni. PiestoZe si
studium hypermetylovanych genl zada dal$iho podrobného zkoumani a ovéfovani, nez se bude
moci uplatnit v praxi, uz nyni je zfejmé, Ze se jedna o zasadni prostiedek, vyuzitelny v boji

s nddorovym onemocnénim.

Cilem této bakalaiské prace bylo zpracovat dostupnou literaturu zabyvajici se metylaci DNA
v genech ovliviujicich rozvoj nadorovych onemocnéni, zejména u rakoviny plic a kolorekta.
V diplomové praci bych rada navazala na toto téma praktickou studii metylace vybranych gent

v nadorovych tkanich u pacientl s karcinomem plic a kolorekta.
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