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Iveta Zmetakovh Cudovit Danihel, BoZzena SmolkovaViera Kajabovg Tomas Krivukik,
Vanda Repisk4 Igor Rusidk’, lvana Fridrichov&

Y aboratérium genetiky nadorovych ochoreni, Ustavegimentalnej onkoldgie, Slovenské akadémia vied,
Bratislava;’Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta Uriitg Komenského, Bratislavalstav lekarskej
biolégie, genetiky a klinickej genetiky, Lekarsikufita Univerzity Komenského, Bratislavagkarska fakulta,

Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Abstrakt

Expresia mnohych génov je inaktivovand DNA hypegtdeiou, ktora by mohla hyvyuZzita pre
identifikdciu novych epigenetickych faktorov. Na sgidenie vgahu medzi DNA metylaciou
a progresiou karcindbmu prsnika sme analyzovali DNétylaciu pyrosekvenovanim u 11 pacientok
s karcinbmom prsnika au 11 zdravych Zien. Predbe#sledky indikuji mozny \¥ah DNA
metylacie v niektorych nami Studovanych génochvaiivitou a metastazovanim.

Kruéové slovakarcinbm prsnika, DNA metylacia, pyrosekvenovamejnohistochémia

Summary

Expression of many genes is inactivated by DNA hym@thylation, which could be utilized for
identification of new epigenetic biomarkers. We lgsed DNA methylation from 11 breast cancer
patients and from 11 controls by pyrosequencinguestigate association between DNA methylation
and breast cancer progression. Preliminary resoligate the association of DNA methylation
changes in several genes with invasive and meitaptaicesses.

Key words: breast cancer, DNA methylation, pyrosequencingyimohistochemistry

Uvod

Karcinbm prsnika je néjstejSie nadorové ochorenie u Zien predstavuju@¥@8o vSetkych
malignit, ktoré je zapkiinené akumulaciou nielen genetickych, ale aj eptjekych abnormalit.
Posledné uvedené zabju hyper- a hypometylacie DNA, ako aj zmenenud rikdliiu histonov s
naslednou remodelaciou chromatinu (1). Hypermey/Il&NA v promoétorovych oblastiach génov
zaprEinuju inhibiciu génovej expresie. Tieto epigenetickéeny boli objavené v mnohych génoch aj
pri nddoroch prsnika (2), preto by mohlitbyyuZité ako nové markery pri vifadavani agresivnych
foriem tohto ochorenia. V naSej praci sme Studowalfah medzi hladinou DNA metylacie
a progresiou karcindbmu prsnika pomocou kvantitafiemalyzy DNA metylacie v 10 génocARC,
ADAM23, CDH1, CXCL12, ESR1, PGRB, RASSF1A, SYKSS®OUMP3J) (3-6).

Material a metddy

DNA metylaciu v uvedenych génoch sme analyzovdlil ipacientok s karcindbmom prsnika
a u 11 zdravych zZien metdédou kvantitativneho sekwania — pyrosekvenovania. DNA sme izolovali
z parafinovych blékov tkaniv nadoru a lymfatickych uzlin, ako aj zmipcytov periférnej krvi.
Vyizolovani DNA sme modifikovali bisulfidom sodnym hladinu DNA metylacie sme stanovili
pyrosekvenovanim. Asociacie medzi metyhani profilmi a klinicko-patologickymi parametrami
sme Statisticky vyhodnotili SPSS 15.0 softvéromuniwhistochemické farbenie sme uskuit
pomocou EnVision systému (Dako, Glostrup, Denmark).

Vysledky

Z desiatich analyzovanych génov boli degtejSie hypermetylované géRASSF1A(8/11),
APC a ADAM23(6/11). ZriedkavejSiu metylaciu sme nasli v gén&8@R1a CXCL12(4/11), TIMP3
(3/11), SYK SOCSla PGR B (1/11). Gény pre estrogénovy aj progesterénovy ptecebol
hypermetylované u jednej z troch pacientok s neggthi hormondalnymi receptormi. V pripade 56
roénej Zeny s duktalnym invazivnym karcinomom, stup diferenciacie nadoru (grading) 3, TNM
Stadiom IIIC, s negativnymi hormonalnymi receptoens 41 pozitivnymi lymfatickymi uzlinami boli
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gény APC, ADAM23, CXCL12, RASSFBATIMP3 hypermetylované v rozsahu 27-86%. Inhibicia
expresie proteinu CXCL12 u tejto pacientky je pdévra imunohistochemickym vySetrenim (obr.1).
Metylatné “pozadie” v kontrolnej skupine zdravych Ziervgaipade génoAPC, ADAM23, CXCL12,
ESR1, RASSF1A, SYK, SO@J1IMP3 pohybovalo do 3%, a u gén@DH1 aPGR Bv rozsahu 7 az
12%. V skupine zdravych kontrol bola zistena staky vyznamnd pozitivha korelacia medzi vekom
a hladinou metylacie v génoddDH1 a PGR B Tieto skuténosti je potrebné bfado Uvahy pri
hodnoteni vysledkov DNA metylécie.
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Obr. 1: Asociacia medzi DNA metylaciou promotorovej oblagihnuCXCL12a inhibiciou proteinovej expresie
u 56 ra@nej pacientky s DIC

A Pyrogram génuCXCL12 Priemerna DNA metylacia v nadore - 39%. Zdravé tkanivo prsnika.
Imunohistochemické farbenie s protilatkou proti AX@ (Lifespan Biosciences). Zésenie 350xC Karcinbm
prsnika. Imunohistochemické farbenie s protilathooti CXCL12 (Lifespan Biosciences). Z&enie 350x.

Zaver

Novozavedend metdda pyrosekvenovania predstavagi@gniha reprodukovatet metédu na
kvantifikdciu DNA metylacie u onkologickych paciemt Predbezné vysledky indikuju moznud
asociaciu DNA metylacie v niektorych nami Studov@nygénoch s invazivitou a metastazovanim.
Vysledky su stiag’ou rozsiahlejSej metytaej Studie, ktorej ciom je, na zaklade korelovania
vysledkov pyrosekvenovania, imunohistochemickyclalan a klinicko-patologickych parametrov,
identifikova’ nové epigenetické biomarkery vhodné pre identtfikdadorov prsnika s metastatickym
potencialom.
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