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Úvod 

Nádorové ochorenia predstavujú veľkú skupinu chorôb s rôznou lokalizáciou nádorov 
a variabilnými klinickými prejavmi.  Nádorového tkanivo v porovnaní normálnym vykazuje početné 
molekulové zmeny, ktoré umožňujú predovšetkým nekontrolované bunkové delenie, ako aj ďalšie 
prejavy nádorového procesu. Genetické zmeny v sekvenciách DNA (mutácie a polymorfizmy) 
zapríčiňujú expresiu zmenených alebo skrátených génov, alebo sa expresia vôbec nerealizuje, čo vedie 
v konečnom dôsledku k produkcii nefunkčných proteínov, alebo k ich chýbaniu. Epigenetické 
alterácie zahrňujú zmeny metylácie DNA v CpG regiónoch a tiež modifikácie v komplexe histónov, 
ktoré sú príčinou anomálnej expresie génov. To znamená, že bunka obsahuje v aktuálnom stave 
zmenené hladiny génových produktov a výsledkom je významné narušenie regulovaného bunkového 
metabolizmu.  V nádorovej bunke je fatálne najmä utlmenie expresie tumor supresorových génov, 
ktorých úlohou je zabrániť vzniku nádorov a tiež aktivácia onkogénov, ktoré potom prispievajú 
k nádorovému procesu. Poznatky o epigenetických zmenách v nádoroch boli zosumarizované 
viacerými autormi (Jones a Baylin, 2002; Fraga a Esteller, 2005).  
 
Zameranie štúdie 

V súbore pacientok s karcinómom prsníka sme sa zamerali na 11 génov, ktoré majú CpG 
ostrovčeky v promótoroch, preto sú s vysokou pravdepodobnosťou epigeneticky regulované. 
Inaktivácia týchto génov vedie k nezávislosti rastových signálov (ESR1, PGR, RASSF1A, SOCS1, SYK 
a APC) alebo k invazivite buniek a vzniku metastáz (CDH1, TIMP3, ADAM23, CXCL12 a BRMS1). V 
karcinómoch prsníka boli pozorované rôzne hladiny metylácie uvedených génov, čo predpokladá 
rôzne stupne zníženej produkcie proteínových produktov. Estrogénový receptor α (ERα) je 
hormonálne aktivovaný jadrový proteín s funkciou transkripčného faktora, ktorý kontroluje expresiu 
iných receptorov rastových faktorov, napríklad progesterónového receptoru (PGR) v normálnom 
epiteli prsníka, preto epigenetická deregulácia môže prispieť k vzniku nádoru (Lapidus a spol., 1996). 
Izoforma A z rodiny 1 proteínov s RAS asociovanou doménou, ktorá je kódovaná RASSF1A tumor 
supresorovým génom, patrí do skupiny RAS efektorov regulujúcich bunkovú proliferáciu a apoptózu. 
Zníženie alebo strata expresie RASSF1A proteínu lokalizovaného v cytoplazme aj membráne môže 
zapríčiniť zlyhanie regulácie rastu nezávislého od uchytenia buniek, inhibície tvorby nádorov alebo 
apoptózy v rozličných  neopláziách (Damman a spol. 2001). Supresor cytokínovej signalizácie, 
SOCS1 proteín, bol identifikovaný ako negatívny regulátor signalizácie prolaktínu v mliečnych 
žľazách myší (Lindeman a spol, 2001). Epigenetická inaktivácia SOCS1 génu v nádoroch prsníka 
môže zvýšiť proliferáciu epitelu a prežitie buniek ako odpoveď na cytokíny a rastové faktory. Naopak, 
zvýšená expresia SOCS1 a SOCS2 proteínu v cytoplazme vedie k redukcii transformačného a 
metastatického potenciálu (Rottapel a spol. 2002). Slezinná tyrozín kináza Syk je intracelulárny 
receptor, ktorý je zahrnutý v bunkovej proliferácii, diferenciácii a fagocytóze. Štúdie tohto proteínu 
naznačili jeho supresívnu funkciu v tumorigenéze a tvorbe metastáz, preto epigenetické vyradenie 
relevantného génu môžu prispieť k agresívnejšiemu prejavu nádorového ochorenia (Coopman a 
Mueller, 2006). APC gén kóduje membránový a cytoplazmatický tumor supresorový proteín, ktorý 
účinkuje ako antagonista Wnt signálnej dráhy, v procesoch bunkovej migrácie a adhézie, aktivácii 
transkripcie a apoptóze. Strata APC proteínu a s tým súvisiaca zvýšená hladina β katenínu, 
transkripčného aktivátora, ktorá vedie s strate kontroly bunkového rastu, bola pozorovaná aj v 
nádoroch prsníka (Van der Auwera a spol., 2008). Početné zmeny v kadherín - katenín adhéznych 
komplexoch sa podieľajú na iniciácii, progresii a metastázovaní nádorov. Membránový proteín pre 
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bunkovú adhéziu E-kadherín (produkt CDH1 génu) zabraňuje invázii buniek a metastázovaniu. V 
neinvazívnych aj invazívnych štádiách nádorov prsníka bola pozorovaná variabilná strata expresie E-
kadherínu, ktorá korešpondovala s heterogenitou metylačného profilu CDH1 génu (Graff a spol., 
2000). Tkanivové inhibítory metaloproteáz (TIMP) chránia extracelulárnu matrix pred degradáciou 
týmito proteázami. TIMP3 je väzobný proteín pre matrix, ktorý reguluje jej štruktúru, čím ovplyvňuje 
rast nádoru, angiogenézu, invazivitu a metastázovanie. Metylácia promótoru TIMP3 génu a následná 
znížená expresia cytoplazmatického proteínu pri invazívnych duktálnych karcinómoch asociuje s 
vysokým gradingom a metastázovaním v lymfatických uzlinách (Lui a spol., 2005). ADAM rodina 
združuje povrchové proteíny ukotvené v bunkovej membráne a zahrňuje metaloproteázy, disintegrín, 
oblasti bohaté na cysteín, proteín podobný epidermálnemu rastovému faktoru, transmembranovú  a 
cytoplazmatickú doménu.  ADAM23 má typickú štruktúru tejto rodiny, avšak nemá aktívnu 
metaloproteázovú doménu, čo predpokladá jeho významnú úlohu v bunkovej adhézii. Hypermetylácia 
ADAM23 génu, znížená expresia mRNA  a relevantného proteínu korelovala s pokročilejšími štádiami 
ochorenia (Costa et al., 2004). Chemokín CXCL12  interaguje s receptorom CXCR4 je, čím 
zabezpečuje adhéziu, proliferáciu a fyziologickú migráciu buniek.  V nádorovom tkanive je 
sekretovaný bunkami strómy. Bolo dokázané, že CXCL12 moduluje metastatický potenciál v 
karcinómoch prsníka a metylácia relevantného génu korelovala s histologicky pokročilým ochorením, 
prítomnosťou metastáz a úmrtím (Ramos a spol., 2010).  Nukleárny BRMS1 proteín bol pôvodne 
identifikovaný ako inhibítor  metastázovania pri vysoko metastázujúcich bunkových líniách 
odvodených z nádoru prsníka, ktoré boli injikované do nahých myší. Epigenetická inaktivácia BRMS1 
génu bola pozorovaná v primárnych nádoroch prsníka a metastázach z lymfatických uzlín (Metge 
a spol., 2008). 

 
Imunohistochemická metóda 

Vzorky z nádorového tkaniva z prsnej žľazy boli fixované vo formaldehyde a následne 
konvenčne spracované a zaliate do parafínu. Následne boli z bločkov vypichnuté 3mm v priemere 
veľké vzorky pomocou prierazníka Harris Uni-Core (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), ktoré boli 
následne zoradené do jedného parafínového bloku. Z bloku boli narezané 4nm hrubé rezy, ktoré boli 
montované na podložné sklíčka. Po odparafínovaní preparátov boli preparáty opláchnuté vo 
fosfátovom pufri (pH 7.2). Ako primárne protilátky boli použité protilátky ADAM 23 (Abcam, 
Cambridge, UK), BRMS1 (Abcam, Cambridge, UK), SOCS1 (Abcam, Cambridge, UK, Syk (Abcam, 
Cambridge, UK), TIMP 3 (Abcam, Cambridge, UK), APC Abcam, Cmabridge, UK, RASF1 (Abcam, 
Cambridge, UK), Cdh 1 Ab-1 (Thermo Scientific, Fremont, USA), CXCL 12 (Life Span BioSciencis). 
Taktiež boli použité protilátky proti estrogénovému a progesterónovému receptoru (Dako, Glsotrup), 
Denmark). Preparáty boli inkubované s primárnymi protilátkami podľa návodu výrobcu. Na 
vizualizáciu sme použili En Vision systém s chrenovou peroxidázou, ako chromogén roztok 
diaminobenzidínu.    Preparáty boli dofarbené hematoxylín-eozínom.  Preparáty boli prikryté krycím 
sklíčkom za pomoci Solakrylu. Všetky preparáty boli vyšetrené vo svetelnom mikroskope Nikon, 
Eclipse E 400, Japan.   
 
Predbežné výsledky 

V rôznych typoch nádorov boli nájdené variabilné metylačné profily v promótorových 
oblastiach nádorovo asociovaných génov. Výsledky početných epigenetických štúdií v nádorových 
tkanivách ukázali, že hypermetylácia DNA v tumor supresorových génoch je nádorovo špecifická a 
mohla by slúžiť na rozpoznávanie nádorových buniek (Duffy a kol., 2009).  Zatiaľ však nie je možné 
posúdiť, aká hladina DNA metylácie a metylácia ktorého regiónu promótorovej sekvencie v nádorovo 
špecifických génoch je kauzálna pre patologicky významné zníženie expresie génu a následnej 
produkcie proteínu. Z tohto pohľadu prinesú podrobnejšie štúdie hladiny metylácie DNA a lokalizácie 
metylovaných cytozínov vo vzťahu k imunohistochemicky stanovenou expresiou relevantných 
proteínov nové poznatky o biológii nádorov, čo môže pomôcť vývoju nových diagnostických 
postupov a cielenejšej liečbe. V našom laboratóriu v súčasnosti analyzujeme 11 proteínov a doterajšie 
výsledky poukazujú na variabilitu expresie skúmaných proteínov v nádorovom tkanive u pacientok s 
karcinómom prsníka. Proteínové expresie budeme korelovať s metylačnými profilmi v nádorovom 
tkanive a klinickými údajmi. Na obrázku 1. sú uvedené príklady imunohistochemickej analýzy 
duktálneho karcinómu prsníka.  
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A.                                                                              B. 

             
Obr.1  
A. Duktálny karcinóm prsníka, výrazná pozitivita reakcie s protilátkami proti TIMP3, zväčšenie 350x 
B. Duktálny karcinóm prsníka, negativita reakcie s protilátkami proti ADAM 23, zväčšenie 400x 
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