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Využitie pyrosekvenovania pre štúdium potenciálnych epigenetických 
markerov pri karcinóme prsníka 

 

Iveta Zmetáková1, Ľudovít Danihel2, Božena Smolková1, Viera Kajabová1, Tomáš Krivulčík1, 
Vanda Repiská3, Igor Rusňák4, Ivana Fridrichová1
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Abstrakt  
Expresia mnohých génov je inaktivovaná DNA hypermetyláciou, ktorá by mohla byť využitá pre 
identifikáciu nových epigenetických faktorov. Na posúdenie vzťahu medzi DNA metyláciou 
a progresiou karcinómu prsníka sme analyzovali DNA metyláciu pyrosekvenovaním u 11 pacientok 
s karcinómom prsníka a u 11 zdravých žien. Predbežné výsledky indikujú možný vzťah DNA 
metylácie v niektorých nami študovaných génoch s invazivitou a metastázovaním. 
 
Kľúčové slová: karcinóm prsníka, DNA metylácia, pyrosekvenovanie, imunohistochémia  
 
Summary  
Expression of many genes is inactivated by DNA hypermethylation, which could be utilized for 
identification of new epigenetic biomarkers. We analysed DNA methylation from 11 breast cancer 
patients and from 11 controls by pyrosequencing to investigate association between DNA methylation 
and breast cancer progression. Preliminary results indicate the association of DNA methylation 
changes in several genes with invasive and metastatic processes. 
 
Key words: breast cancer, DNA methylation, pyrosequencing, immunohistochemistry 
 
Úvod  

Karcinóm prsníka je najčastejšie nádorové ochorenie u žien predstavujúce 28,2% zo všetkých 
malignít, ktoré je zapríčinené akumuláciou nielen genetických, ale aj epigenetických abnormalít. 
Posledné uvedené zahrňujú hyper- a hypometylácie DNA, ako aj zmenenú modifikáciu histónov s 
následnou remodeláciou chromatínu (1). Hypermetylácie DNA v promótorových oblastiach génov 
zapríčiňujú inhibíciu génovej expresie. Tieto epigenetické zmeny boli objavené v mnohých génoch aj 
pri nádoroch prsníka (2), preto by mohli byť využité ako nové markery pri vyhľadávaní agresívnych 
foriem tohto ochorenia. V našej práci sme študovali vzťah medzi hladinou DNA metylácie 
a progresiou karcinómu prsníka pomocou kvantitatívnej analýzy DNA metylácie v 10 génoch (APC, 
ADAM23, CDH1, CXCL12, ESR1, PGRB, RASSF1A, SYK, SOCS1 a TIMP3) (3-6).  
 
Materiál a metódy  

DNA metyláciu v uvedených génoch sme analyzovali u 11 pacientok s karcinómom prsníka 
a u 11 zdravých žien metódou kvantitatívneho sekvenovania – pyrosekvenovania. DNA sme izolovali 
z parafínových bločkov tkanív nádoru a lymfatických uzlín, ako aj z lymfocytov periférnej krvi. 
Vyizolovanú DNA sme modifikovali bisulfidom sodným a hladinu DNA metylácie sme stanovili 
pyrosekvenovaním. Asociácie medzi metylačnými profilmi a klinicko-patologickými parametrami 
sme štatisticky vyhodnotili SPSS 15.0 softvérom. Imunohistochemické farbenie sme uskutočnili 
pomocou EnVision systému (Dako, Glostrup, Denmark).  
 
Výsledky  

Z desiatich analyzovaných génov boli najčastejšie hypermetylované gény RASSF1A (8/11), 
APC a ADAM23 (6/11). Zriedkavejšiu metyláciu sme našli v génoch ESR1 a CXCL12 (4/11), TIMP3 
(3/11), SYK, SOCS1 a PGR B (1/11). Gény pre estrogénový aj progesterónový receptor boli 
hypermetylované u jednej z troch pacientok s negatívnymi hormonálnymi receptormi. V prípade 56 
ročnej ženy s duktálnym invazívnym karcinómom, stupňom diferenciácie nádoru (grading) 3, TNM 
štádiom IIIC, s negatívnymi hormonálnymi receptormi a s 41 pozitívnymi lymfatickými uzlinami boli 
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gény APC, ADAM23, CXCL12, RASSF1A a TIMP3 hypermetylované v rozsahu 27-86%. Inhibícia 
expresie proteínu CXCL12 u tejto pacientky je potvrdená imunohistochemickým vyšetrením (obr.1). 
Metylačné “pozadie” v kontrolnej skupine zdravých žien sa v prípade génov APC, ADAM23, CXCL12, 
ESR1, RASSF1A, SYK, SOCS1 a TIMP3 pohybovalo do 3%, a u génov CDH1 a PGR B v rozsahu 7 až 
12%. V skupine zdravých kontrol bola zistená štatisticky významná pozitívna korelácia medzi vekom 
a hladinou metylácie v génoch CDH1 a PGR B. Tieto skutočnosti je potrebné brať do úvahy pri 
hodnotení výsledkov DNA metylácie.     

 
 

 
 
Obr. 1: Asociácia medzi DNA metyláciou promótorovej oblasti génu CXCL12 a inhibíciou proteínovej expresie 
u 56 ročnej pacientky s DIC  
A Pyrogram génu CXCL12. Priemerná DNA metylácia v nádore - 39%. B Zdravé tkanivo prsníka. 
Imunohistochemické farbenie s protilátkou proti CXCL12 (Lifespan Biosciences). Zväčšenie 350x. C Karcinóm 
prsníka. Imunohistochemické farbenie s protilátkou proti CXCL12 (Lifespan Biosciences). Zväčšenie 350x. 
 
Záver  

Novozavedená metóda pyrosekvenovania predstavuje vhodnú a reprodukovateľnú metódu na 
kvantifikáciu DNA metylácie u onkologických pacientov. Predbežné výsledky indikujú možnú 
asociáciu DNA metylácie v niektorých nami študovaných génoch s invazivitou a metastázovaním. 
Výsledky sú súčasťou rozsiahlejšej metylačnej štúdie, ktorej cieľom je, na základe korelovania 
výsledkov pyrosekvenovania, imunohistochemických analýz a klinicko-patologických parametrov, 
identifikovať nové epigenetické biomarkery vhodné pre identifikáciu nádorov prsníka s metastatickým 
potenciálom. 
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