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Potencidlne epigenetické markery pri rakovine prsnika

Viera Kajabovd, Tomas Krivuléik, Katarina Sebova, Iveta
Zmetikovd, Ivana Fridrichova

Ustav experimentdlnej onkoldgie SAV, Bratislava

Uvod

Karciném prsnika je najéastejsie sa vyskytujice nadorové ochorenie u Zien. Podl'a Narodného
centra zdravotnickych informécii, v poslednom Statisticky spracovanom roku 2006, bolo v
Slovenskej republike diagnostikovanych 2264 pripadov rakoviny prsnika uZzien [I].
V nddoroch prsnika boli identifikované rozne muticie v tumor supresorovych génoch,
onkogénoch, ako aj chromozémové abnormality. V sifasnosti uz vieme, Ze pri vzniku
nddorov zohrdvaji déleziti uilohu okrem genetickych aj epigenetické zmeny. Epigenetické
mechanizmy, ktoré zahfiiaji DNA metylaciu, modifikaciu histénov, astym stvisiacu
prestavbu chromatinu, reguluji expresiu génov v bunke za fyziologickych podmienok. Pri
tumorigenéze je funkcia tychto mechanizmov naruSend. Medzi dobre preStudované
epigenetické zmeny patri zvySend metylacia prométorovych oblasti, kiord asto zapricinuje
utlmenie alebo inaktiviciu expresie danych génov. V doterajSich stididch boli pri karcinome
prsnika objavené desiatky hypermetylovanych génov, ktoré si zahrnuté v oprave DNA,
v raste, proliferdcii, adhézii, apoptéze buniek a kontrole bunkového cyklu [2]. V nasej praci sa
zameriavame na ¢asto metylované gény, ktoré moézu po epigenetickej inaktivicii zapriCinit
alebo stimulovat’ vznik agresivnych foriem karcinémov prsnika.

Zo $tyroch analyzovanych génov st gény RASSFIA, CDHI a TIMP3 zodpovedné za adhéziu
buniek a interakciu buniek s matrixom [3,4,5]. Inaktivécia tychto génov umoZni uvolnenie
buniek, atym podporuje invazivitu nddorovych buniek a metastizovanie. Strata funkcie
Stvrtého Studovaného génu ESRI méze podporit’ neregulovani proliferdciu buniek. Status
estrogénového receptoru mé taktiez velky vyznam pre urenie stratégie liecby karcinomu
prsnika [6].

V prvej $tidii sme kvantifikovali metylaciu prométorovych oblasti génov RASSFIA a CDHI
v nddorovom tkanive pacientok s karcinémom prsnika a v periférnej krvi zdravych kontrol.
V druhej rozpracovanej $tadii kvantifikujeme metylaciu v génoch RASSFIA, CDHI, TIMP3 a

ESR 1 nielen vo vzorkdch niadorového tkaniva pacientok s karcinémom prsnika, ale aj v krvnej
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plazme, v ktorej sa nachadza volnda DNA. Podla vysledkov mnohych Stadii bolo potvrdené,
ze vplazme si pritomné fragmenty DNA nadorového povodu, ¢o dokumentuje aj nalez
rovnakych metylacnych profilov v nadorovej avolngj DNA z plazmy. Hypermetylicia
Specifickych génov pritomné u onkologickych pacientov sa u zdravych jedincov nevyskytuje,
alebo len v nizkej frekvencii, preto sa javi $tadium metylicie génov v krvnej plazme ako
sfubna metéda na identifikéciu novych epigenetickych markerov [7].

Na ziklade vysledkov metylaénych analyz v oboch uskutoénenych 3tidiach hl'addme
koreldcie s klinicko-patologickymi parametrami. Vidruhej Stidii cheeme preStudovat
asocidcie medzi metylaénymi profilmi v nadorovej DNA avolnej DNA zplazmy.
Ocakdvame, e ak sa objavi metyldcia v nadorovom tkanive v danom géne, vo viicSine
pripadov zistime metylaciu DNA aj plazme. Podla ziskanych vysledkov checeme vybrat’ gény,
Ktoré mozu byt vyuZzité ako nové epigenetické markery pre identifikaciu nddorov prsnika

s metastatickym potencidlom.

Materiil a metody

Pacienti

V prvej Stidii sme analyzovali vzorky nadorového tkaniva v parafinovych blo¢koch od 92
pacietok s karcindmom prsnika zo slovenskych zdravotnickych zariadeni a vzorky perifémej
krvi od 50 zdravych kontrol. V druhej &tudii mame k dispozicii nadorové tkanivo a krv od
150 pacientok akrv od 50 zdravych kontrol. Do analyz boli zahrnuté pacientky bez
hereditarnej predispozicie.

Metody

Po odobrati periférej krvi, je opakovanou centrifugéciou oddelena plazma od ostatnych
bunkovych komponentov krvi. Nésledne izolujeme genomick( a plazmovi DNA. Z rezov
parafinového blocku izolujeme nadorovii DNA. Pre metylaéné analyzy je nevyhnutna
modifikdcia DNA bisulfidom sodnym, pri ktorej sa Specificky modifikuje nemetylovany
cytozin na uracil, ktory sa nasledne potas PCR amplifikicie meni na tymin, pricom
metylovany cytozin ostava zachovany. Na analyzu metylacie vyuzivame v oboch $tudiach
metédu kvantitativnej multiplexnej metyla¢ne Specifickej PCR (QM-MSP) [8]. V prvom
kroku tejto reakcie uskutoéiiujeme multiplexni ko-amplifikaciu viacerych génov v jednej
PCR reakcii, pricom primery boli navrhnuté tak. aby komplementarne sekvencie pre primery
neobsahovali CpG dinukleotidy, teda aby sa amplifikovali potrebné tseky DNA bez ohl'adu
na metylatny status templitu. Produkty prvej reakcie overujeme pomocou agarézovej

elektroforézy. Ak je to potrebné, produkty riedime tak, aby vstupné mnoZzstvo DNA do d'al3ej
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reakcie neprevySovalo 6 ng. V druhom kroku uskutocfiujeme real-time PCR pre kazdy gén
separatne, pouzivame dve sady primerov a dva typy TagMan préb, ktoré boli navrhnuté tak,
aby boli komplementarne bud’, k metylovanému alebo k nemetylovanému substratu. Vzorky v
QM-MSP reakeii vyhodnocujeme na zéklade Standardnej krivky, ktortt vytvorime zmieSanim
produktov prvej PCR reakcie komeréne) univerzalne metylovanej a nemetylovanej DNA so
znamou koncentraciou v pomere 1:1, a sériou $iestich riedeni az do 1:10°. Percento metylacie
jednotlivych pacientskych vzoriek pre kazdy gén potom vypoclitame na zaklade vzorca
[M/(U+M)] =100, pouzitim Standardnej krivky. U je mnoZstvo nemetylovaného substratu
v bode treshold-u a M je mnoZstvo metylovaného substratu v bode treshold-u. Treshold
predstavuje hranicu citlivosti pouzitej metodiky, prahovy cyklus, v ktorom signifikantné
zvySenie intenzity signdlu substritu je uz pristroj schopny zaznamenat’ a prevysuje intenzitu

fluorescenéného pozadia.

Vysledky a diskusia

V prvej stadii sme analyzovali hladinu metylacie promotorovych oblasti génov RASSF/
a CDH! v nadorovom tkanive 92 pacientieck a v periférnej krvi 50 zdravych kontrol.
Metylaciu RASSFIA génu sme objavili u 76 (82.6%) pacientok v rozsahu 1,20 az 92,63%.
Metylacia CDHI génu sa vyskytla u 20 (21,7%) pacientok vrozsahu 1,20 az 79,62%.
Frekvencia metylacie génov RASSFIA a CDHI v nadorovom tkanive je graficky znazornena

na obrazku ¢.1.
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Obr. & 1: Hladiny metylacie promoétorov génov RASSFIA a CDHI u76 a20 pacientok
s karcinomom prsnika




Po koreldcii vysledkov s klinicko-patologickymi parametrami, sme zaznamenali Zvysujuci sa
trend metylacie RASSFIA génu pri velkosti nadoru, statuse lymfatickych uzlin a TNM
klasifikdcii nddoru. Pri CDHI géne sme zistili Statisticky vyznamny rozdiel medzi
podskupinami  pacientov s réznym poétom pozitivnych lymfatickych uzlin a v
imunohistochemickych subtypoch (p-value < 0,1). Tak ako sme otakavali, u kontrolnej
skupiny sa metyldcia danych génov neobjavila, alebo len na velmi nizkej tirovni, maximélne
do 0,35%. Relativne stabilne vysokd metylicia RASSFIA génu sa vyskytovala v roznych
stadiach ochorenia bez ohl'adu na sledované klinické parametre, preto ju mézeme povazovat’
za univerzdlny marker pri tomto type rakoviny. Zisteny Statisticky vyznamny rozdiel pri
metyldcii CDHI génu, medzi podskupinami pacientiek s réznym po&tom pozitivnych
lymfatickych uzlin, naznatuje vyuZitie takejto Specifickej metylicie na identifikiciu
potencidlne metastazujicich nadorov prsnika [9].

V druhej rozpracovanej $tidii skimame frekvenciu metylicie promdtorovych oblasti
vybranych 4 génov RASSFIA, CDHI, TIMP3 a ESRI. Na rozdiel od prvej Stadie
analyzujeme okrem nidorovej DNA aj genomickd a plazmovii DNA pacientok. Dosial’ sme
spracovali vzorky od 60 pacientok. Metyliciu v uvedenych génoch sme zaznamenali
v nadorovom tkanive u 50, 3, 10 a 4 pacientok. Najéastejsie sa vyskytovala metylicia génu
RASSFIA. U niektorych pacientok sa vyskytla metyldcia viacerych analyzovanych génov, ¢o
moZzno vidiet' na grafe kumulativnej metylacie (obr. & 2). Asocidciu identifikovanych
metyla¢nych profilov so tadiom ochorenia posidime po $tatistickom spracovani ich korelacii

s klinicko patologickymi parametrami.

Metylacia DNA z nadoru
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Obr. & 2: Kumulativna metyldcia génov RASSFIA, CDHI, TIMP3 a ESRI! v 60
analyzovanych vzorkich nddorovej DNA od pacientok s karcinémom prsnika.
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Predmetom dalSicho §tidia je zistit, uakého mnozstva pacietok, ktoré nesi metylaciu
jednotlivych génov v nddorovom tkanive, objavime metyldciu aj vo volnej DNA z plazmy.
Na ziklade parcidlnych vysledkov sme zistili, ze z 50 pacientok, ktoré niesli metyliciu
RASSFIA génu v nadore, 23 vykazovalo metylaciu aj vo vol'nej DNA z plazmy. Pri metyldcii
TIMP3 génu to boli Styri pacientky z desiatich.

Po spracovani celého siboru 150 pacientok budeme ziskané vysledky korelovat’ s klinicko-
patologickymi parametrami ochorenia. Na ziklade analyz chceme identifikovat’ gény, ktoré
by mohli byt vyuzité ako epigenetické markery pre identifikdciu agresivnych typov
karcinému prsnika amohli by byt testované vo vzorkdch krvnej plazmy. Objavenie
vhodnych markerov by mohlo poméct’ k presnejSej diagnoze a prognéze ochorenia, nasledne

k zlepseniu kvality Zivota pacientov a taktieZ aj k zniZeniu finanénych nakladov na liecbu.

Tito S$tidia je vysledkom implementacie projektu ¢ APVV-0076-10 financovanom
Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja, projektu €. 26240220058 (ITMS kod) na zdklade
podpory operaéného programu Vyskum a vyvoj, ktory je financovany zo zdrojov Europskeho

fondu regionalneho rozvoja a projektu &. 2/0065/10 podporenom Agentirou VEGA.
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