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Summary

Background: Epigenetics is a scientific field that covers changes in gene expression that are not
caused by the alteration of the nucleotide sequence in the DNA strand. Together with sequen-
tial changes, epigenetic reprogramming is a recognized cancer hallmark driving carcinogene-
sis. The underlying mechanisms of epigenetically-driven gene expression changes are diverse.
However, one of the most extensively studied mechanisms is a change in DNA methylation.
Under physiological conditions, DNA methylation ensures tissue-specific gene silencing and
helps to maintain genome stability. With malignant transformation, genomic DNA undergoes
global hypomethylation as well as locus-specific hypermethylation in promoters of tumor supp-
ressor genes. In the last few decades, specific aberrant DNA methylation changes have emerged
as both cancer-associated biomarkers and therapeutic targets and prompted ongoing efforts
to enhance both diagnostic and therapeutic means in oncology. Purpose: The main purpose of
this review is to introduce both established and emerging DNA methylation-based biomarkers
for cancer diagnostics with a focus on biomarkers that are either routinely used or have been
developed as commercial tests with certification for their use within in vitro diagnostics. Further-
more, therapeutic options for targeting aberrant DNA methylation are described, including both
approved compounds and newly developed agents undergoing clinical investigation.
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VYZNAM ABERANTNI METYLACE DNA PRO DIAGNOSTIKU A TERAPII NADOROVYCH ONEMOCNENI

Uvod

Nadorova onemocnéni jsou velmi he-
terogenni a komplexni skupinou cho-
rob, které se vyznacuji souborem néko-
lika spole¢nych ziskanych charakteristik
narusujicich fyziologické fungovani pro-
ces(, jako je bunécna proliferace ¢i apo-
ptdza, a poskytujicich vlastnosti zcela
nové, napt. schopnost metastazovat [1].
V soucasné dobé je jiz zndmo, Ze ziskani
téchto charakteristik je ddno nejen zmé-
nami naddorového genomu, které zahr-
nuji Siroké spektrum alteraci zasahujici
samotnou sekvenci, pocet kopif ¢i struk-
turni rearanze genetické informace, ale
také rozsahlou paletou tzv. epigenetic-
kych zmén. Epigenetické zmény lze sou-
hrnné oznacit jako zplsob regulace ge-
nové exprese, béhem kterého nedochazi
ke zméndm v sekvenci DNA. Zahrnuji
modifikace DNA/RNA a histont ¢i puso-
beni nekddujicich RNA [2].

Mezi nejextenzivnéji studované epi-
genetické zmény bezesporu patii stu-
dium metylace DNA, jejiz podstatou je
kovalentni vazba metylové skupiny na
dusikatou bazi cytosin. Tato modifikace
se hojné uplatriuje v oblastech bohatych
na CpG dinukleotidy, které se nachazi
zejména v promotorovych oblastech
protein kédujicich genl, a ma zasadni
Ulohu v fadé procest souvisejicich s vy-
vojem organizmu a v udrzovani stability
genomu. Ve vztahu ke genové expresi
ma potom pfipojeni metylové skupiny

represivni Ucinek (obr. 1) [3]. Pfi rozvoji
nadorového onemocnéni dochazi v ge-
nomu nadorové buriky ke globalni hy-
pometylaci spojené s aktivaci onkogent
a retrotranspozont a s chromozomovou
nestabilitou a k hypermetylaci CpG ob-
lasti v promotorech tumor supresoro-
vych genu [4].

Metodickeé pristupy ke studiu
metylace DNA

V rdmci studia metylace DNA lze k odli-
$eni metylovanych a nemetylovanych
bazi vyuzit tfi zakladni pfistupy, a to Sté-
peni metylacné senzitivnimi restrikénimi
endonukledzami, vyuziti protildtek vazi-
cich se na metylovany cytosin ¢i bisul-
fitovou konverzi [5]. Velmi recentné se
pak objevuje metoda enzymatické kon-
verze [6]. Tyto pfistupy jsou ndsledné
kombinovany s rlznymi molekularné-
biologickymi metodami, jako je poly-
merazova fetézova reakce (polymerase
chain reaction - PCR), vysokorozliso-
vaci analyza kfivek tani (high resolution
melting - HRM), sekvenovani ¢i DNA
Cipy (tzv. microarrays). Vétsina dia-
gnostickych aplikaci popsanych v na-
sledujici podkapitole vyuziva pravé me-
todu bisulfitové konverze, coz je proces,
pfi kterém je plsobenim hydrogensifi-
¢itanu sodného deaminovan cytosin na
uracil. U metylovanych cytosinl k této
konverzi nedochézi. Ke studiu konkrét-
nich jednotlivych Usek( DNA lze vyu-

zit PCR s metylacné specifickymi pri-
mery a naslednou vizualizaci produktu
pomoci gelové elektroforézy [7] ¢i me-
tylacné specifickou HRM analyzu, pfi
které se stanovuje odlisnost teploty tani
PCR produktd mezi metylovanou a ne-
metylovanou DNA [8]. Vyhodou téchto
metod je zejména rychlost a pomérné
nizké finan¢ni naklady. Rozsdhlou sku-
pinu metod predstavuji metody sek-
venacni. Platformy sekvenovani nové
generace jsou schopny paralelné ana-
lyzovat velké mnozstvi DNA fragment(.
Rozsah studované genetické informace
muze byt od nékolika vybranych usekd
vytycenych rliznymi metodami cileného
obohaceni az po cely genom analyzo-
vany prostfednictvim celogenomového
bisulfitového sekvenovani. V posled-
nich letech se do popredi studia me-
tylace DNA dostava také metoda sek-
venovani tfeti generace. Jeji vyhodou je
skutec¢nost, Zze dokaze detekovat modi-
fikace DNA bez nutnosti provedeni bis-
ulfitové (¢i jiné) konverze a amplifikace
cilové oblasti, molekula DNA je tak ana-
lyzovéna ve svém nativnim stavu. Do-
stupné technologie vyuzivaji k detekci
pfitomnosti modifikace napf. zménu
elektrické vodivosti pfi prichodu nano-
porem (platforma Oxford Nanopore) [9]
¢i zménu kinetiky DNA polymerdzy pfi
zaclenovani fluorescen¢né znacenych
nukleotid(i (tzv. metoda single-mole-
cule real-time (SMRT) vyuZzivana plat-
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Obr. 1. Schematické znazornéni procesu metylace DNA prostiednictvim DNA metyltransferaz (A) a dopadu metylace DNA na geno-

vou expresi (B).

DNMT - DNA metyltransferdza, SAM - S-adenosylmethionin
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Tab. 1. Pfehled komercnich testl vyuzivajicich stanoveni rovné metylace DNA.

Nazev testu Onemocnéni Pouziti Cilové geny Reference

Epi proLung® karcinom plic neinvazivni SHOX2, PTGER4 [15]
diagnostika

Epi proColon® kolorektalni karcinom neinvazivni SEPT9 [16]
diagnostika

Cologuard® kolorektalni karcinom neinvazivni NDRG4, BMP3 [17]
diagnostika

Galleri® 50 typG nddorovych neinvazivni > 100 000 specifickych lokust [21]

onemocnéni diagnostika napfi¢ genomem
Bladder EpiCheck® svalovinu neinvadujici karcinom  neinvazivni 15 specifickych lokust naptic [22]
mocového méchyre diagnostika genomem

ZNF582 DNA Detec- karcinom délozniho cipku neinvazivni ZNF582 [23]

tion Kit diagnostika

PAX1 DNA detection kit karcinom délozniho ¢ipku neinvazivni PAX1 [24]
diagnostika

GynTect® karcinom délozniho ¢ipku neinvazivni ASTN1, DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17, [25]
diagnostika ZNF671

EPICUP® nadory neznamého origa tkanova 450 000 specifickych lokusta [26]
diagnostika napfi¢ genomem

therascreen® MGMT glioblastom prediktivni MGMT [33]

Pyro® Kit testovani

therascreen® PITX2 RGQ karcinom prsu prediktivni PITX2 [38]

PCR Kit testovani

formou PacBio) [10]. Vysokokapacitni
metylacni profilovani |ze provést také
s pomoci platforem zalozenych na prin-
cipu microarrays, které vyuzivaji hybridi-
zace cilové sekvence k imobilizovanému
komplementarnimu oligonukleotidu
a naslednou detekci fluorescen¢niho
signélu [11].

Aberantni metylace DNA

jako biomarker nadorovych
onemocnéni

Potencialni vyuziti metylace DNA jako
diagnostického, prognostického ¢i pre-
diktivniho biomarkeru jiz bylo zkou-
mano a publikovano u rdznych né-
dorovych onemocnéni. Rada z téchto
objevl vsak zUstava predmétem vy-
zkumu a prozatim si nenasla cestu do ru-
tinni diagnostické praxe.

V kontextu diagnostiky onemocnéni
je potencial aberantni metylace DNA
studovan predevsim ve smyslu ¢asné
neinvazivni diagnostiky nebo k odli-
$eni jednotlivych skupin nadorovych
onemocnéni. Pro Ucely ¢asné neinva-

zivni diagnostiky se jako vychozi mate-
ridl pouzivaji télni tekutiny, nejéastéji
plazma ¢i sérum, ve kterych je klicovou
cilovou molekulou tzv. cirkulujici DNA.
DNA se v télnich tekutindch nachazi
v dasledku toho, Ze bunka prochazejici
buné¢nou smrti uvoliiuje fragmenty ge-
nomové DNA do cirkulace. Jedna-li se
o DNA fragmenty pochazejici z nadorové
bunky, hovofime o tzv. cirkulujici nédo-
rové DNA [12]. Vzhledem k tomu, Ze je
aberantni metylace specifickych oblasti
¢asnou udalosti pfi rozvoji nddorového
onemocnéni, ma pro ¢asnou diagnostiku
obrovsky potencial [4]. Tuto skute¢nost
potvrzuje celd fada publikovanych stu-
dii u rdznych typa malignit, pficemz nej-
vétsi daraz je kladen zejména na dia-
gnoézy s vysokou incidenci v populaci
zahrnujici karcinom plic, kolorekta, prsu,
prostaty, ale i mnoho dalSich. U nékte-
rych z téchto diagndz jsou jiz k dispozici
komercni testy s rliznou Urovni schvéleni
regula¢nimi organy (tab. 1).

Jedna z prvnich diagnéz, kde byla na-
vrzena detekce metyla¢niho statusu

tumor supresorovych gent (v tomto pfi-
padé gend APC a CDKN2A) jako neinva-
zivni diagnosticky biomarker, byl karci-
nom plic [13,14]. Ze vsech gend, které
byly pro ucely diagnostiky karcinomu
plic studovéany, dosahlo nejlepsich ana-
lytickych parametr( stanoveni metylace
gend SHOX2 a PTGER4, které je soucdsti
komercniho testu s certifikaci pro zdra-
votnické prostiedky in vitro (CE-IVD) zva-
ného Epi proLung® [15].

U pacientl s kolorektalnim karcino-
mem byl v pribéhu uplynulych let zkou-
man metylacni status desitek cilovych
genl. Nékteré z testll jsou k dispozici
v podobé komer¢nich testd schvélenych
Americkou lékovou agenturou (Food and
Drug Administration — FDA), konkrétné
test zaméreny na detekci metylace genu
SEPT9 ze vzorku krve (dostupny pod ko-
mercnim nazvem Epi proColon®) [16] ¢i
kombinovany test sestavajici ze stano-
veni metylace NDRG4 a BMP3 spolu se
stanovenim hemoglobinu a pfitomnosti
mutace genu KRAS ve stolici pacient
(dostupny pod komerénim nazvem Co-
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loguard®) [17]. Kromé téchto dvou ne-
jsou zadné jiné testy vyuzivajici stano-
veni metylace DNA FDA schvaleny [18].
Ve snaze zvysit senzitivitu stavajicich
biomarker( ¢asné diagnostiky kolorek-
talniho karcinomu se objevuji také kom-
binované testy zamérené az na Ctyfi
cilové geny [19], dosud viak nebyly pro-
spektivné validované na rozséhlejsich
kohortach pacientd.

Kromé vyvoje testl zamérenych spe-
cificky na detekci jednotlivych nadoro-
vych onemocnéni byl v poslednich le-
tech rapidné akcelerovan vyvoj tzv.
Multi-Cancer Early Detection (MCED)
testl slouzicich k neinvazivni detekci
¢asného asymptomatického stadia na-
dorového onemocnéni. Diky své schop-
nosti zachytit ptitomnost vice typl na-
dorovych onemocnéni v jediném testu
tak utvari zcela nové paradigma, které
s sebou nese pfislib snizeni celkové mor-
tality spojené s nddorovymi onemoc-
nénimi [20]. Jednou z alteraci, které
jsou v rdmci MCED testl detekovany,
je pravé metylace DNA. Stanoveni me-
tylace DNA je podstatou jednoho z nej-
zndméjsich a nejrobustnéjsich MCED
testl nazvaného Galleri®. Kromé zachytu
pozitivniho signalu svédciciho o pfitom-
nosti nddorového onemocnéni dle do-
savadnich vysledk(l tento test také do-
kadzal s 88,7% presnosti predpovédét,
o jaky z 50 typl nadorovych onemoc-
néni, které je schopen rozlisit, se jedna.
V klinické studii zahrnujici 4 077 Ucast-
nikd byla u tohoto testu demonstrovana
99,5% specificita a 51,5% senzitivita [21].

Neinvazivni detekce pfitomnosti one-
mocnéni Ize vyuzZit nejen pro zachyt pri-
marniho onemocnéni, ale také pro mo-
nitorovani rekurence po ukonceni 1écby.
Pfikladem onemocnéni, u kterého je
dlouhodobé kladen diraz na identifi-
kaci k tomuto Ucelu slouzicich neinva-
zivnich biomarker(, je karcinom moco-
vého méchyre. Vzhledem k vysokému
riziku rekurence po ukonceni [é¢by pa-
cienti se svalovinu neinvadujicim karci-
nomem mocového méchyre opakované
podstupuji cystoskopii, kterd predsta-
vuje zatéz jak pro pacienta, tak pro zdra-
votnicky systém. Jako alternativa k ru-
tinni kombinaci cystoskopie a cytologie
bylo navrzeno stanoveni Urovné me-
tylace 15 gen0 (dostupnych v podobé

komercni certifikované diagnostické
soupravy Bladder EpiCheck®) ze vzorku
moci. Vystupem tohoto kombinovaného
testu je skére s hodnotou 0-100, pfi-
¢emz hodnoty > 60 znaci pfitomnost na-
dorového onemocnéni [22].

Z dalsich test vyvinutych pro ucely
diagnostiky Ize zminit hned nékolik
CE-IVD certifikovanych diagnostickych
souprav zamérenych na pacientky s kar-
cinomem délozniho &ipku, kde viak vy-
chozim materidlem nejsou télni tekutiny,
ale bunky odebrané stérem z délozniho
Cipku pfi pravidelném screeningovém
vysetieni. Jednotlivé testy se zaméruji na
stanoveni metylace genu ZNF582 [23],
PAX1 [24] ¢i kombinaci gend ASTNIT,
DLX1, ITGA4, RXFP3, SOX17 a ZNF671 [25].

Pro Ucely odlisenf jednotlivych skupin
nadorovych onemocnéni metodou me-
tyla¢niho profilovani jsou vychozim bio-
logickym materidlem vzorky nadorové
tkdné. Tento pfistup se opird o skutec-
nost, Ze nadorovy metylom je kombinaci
znakl odrazejicich jak bunécny puvod,
tak charakteristické zmény asociované
s nddorem. Prvnim pfikladem takovéto
aplikace byl klasifikator umoznujici iden-
tifikaci primarni lokalizace u nadorud ne-
zndmého origa, ktery autofi nazvali EPI-
CUP [26]. K natrénovani klasifikatoru
bylo pouzito 2 790 vzork( nadorové
tkdné zndmého origa, které reprezento-
valy 38 onkologickych diagnéz, u nichz
bylo provedeno metylac¢ni profilovani na
microarray platformé Infinium Human
Methylation 450K BeadChip Array. Na-
sledna validace na kohorté 7 691 vzorka
(v¢. 534 metastaz) umoznila klasifikaci
5 99,6% specificitou a 97,7% senzitivitou.
U 188 (87 %) z 216 pacient(l spadajicich
do kategorie tumoru neznamého origa
byla Uspésné predikovana primarni lo-
kalizace tumoru.

Vyuziti vysokokapacitniho metylac-
niho profilovani na platformé mic-
roarrays ke klasifikaci jednotlivych sku-
pin nddorovych onemocnéni bylo dale
demonstrovano u nddord CNS [27] a sar-
komu [28]. Obé tyto skupiny jsou bio-
logicky a klinicky velmi heterogenni, coz
¢ini stanovenivybranych skupin diagnéz
pouze na zdkladé histopatologického
zhodnoceni obtizné a zaroven to pou-
kazuje na existenci vice podtypu v rdmci
jednotlivych diagnostickych kategorii.

Pro tvorbu prvotni verze klasifikatoru
CNS byla pouZita rozsahla kohorta né-
kolika tisic vzorkl odpovidajicich 76 his-
topatologicky definovanym jednotkam.
Vsechny vzorky byly nasledné analyzo-
vany metodou nefizeného shlukovani,
kterd vedla ke stanoveni 82 charakte-
ristickych metyla¢nich skupin nadort
CNS a 9 skupin kontrolni nenadorové
tkané. Pro samotnou tvorbu klasifika-
toru byl pouzit tzv. random forrest algo-
ritmus a jeho prospektivni validace byla
uc¢inéna na kohorté 1 155 nador(i CNS.
S vysokou spolehlivosti bylo 88 % vzorkd
pfifazeno do klasifikdtorem vytycené
metylacni skupiny a u 76 % stanovena
metylac¢ni skupina korelovala s histo-
patologickou diagnézou. U zbyvajicich
12 % byla provedena dodate¢nd mole-
kuldrni vy3etfeni, jejichz vysledek vedl
k reklasifikaci plvodni histopatologické
diagnézy smérem k navrzené metylacni
skupiné [27]. Obdobnym zplsobem byl
ustanoven také sarkomovy klasifikator,
ktery byl oproti klasifikdtoru nador(i CNS
publikovén o 3 roky pozdéji. Ten pfi pro-
spektivni validaci s vysokou spolehlivosti
priradil 75 % vzorkd, pficemz 61 % z cel-
kového poctu vzorkl opét korelovalo
s histopatologickou diagnézou. Téméf
polovina vzorkd, u kterych vyvstala dis-
krepance mezi vysledkem klasifikatoru
a histopatologickym zhodnocenim, byla
na zakladé doplikovych molekularnich
analyz preklasifikovana na diagnézu od-
povidajici metylacni skupiné [28].

Poznatky ziskané s vyuZitim metylac-
niho profilovani se jiz odrazily v nej-
novéjsi paté edici WHO klasifikace na-
dord CNS z roku 2021. V tomto vydani
je oproti verzi z roku 2016 kladen vétsi
dlraz na vyuziti molekuldrné-bio-
logickych metod jako dopliku k rutin-
nim histologickym a imunohistochemic-
kym pfistupim a jsou pfedstaveny nové
skupiny diagnéz a podskupiny diagnéz
stavajicich, pricemz presné urceni rfady
z nich vychazi pravé ze stanoveni me-
tyla¢niho profilu [29].

Metylac¢ni klasifikator nddord CNS
a sarkomQ z(stdvd otevienym sys-
témem, ktery podléhd dalsimu vyvojia je
neustdle vylepsovan diky pribyvajicimu
mnozstvi analyzovanych vzorkl. Kromé
tohoto vylepseni vsak soubézné dochazi
k vyvoji usilujicimu o pfeneseni tohoto
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pfistupu na odlisné platformy, a to ze-
jména platformu sekvenovani treti ge-
nerace Oxford Nanopore. Cas do dodani
vysledkd se u standardné vyuZivané
platformy Infinium pohybuje v fadu né-
kolika dni az tydnu, coz je ovlivnéno nut-
nosti nashromazdit potfebné mnozstvi
pacientl (zpravidla osm) pro zaplnéni
arraye a také ¢asovou naroc¢nosti analy-
tické ¢asti procesu [30]. V reakci na tyto
limitace byl ustanoven metyla¢ni klasi-
fikator pro platformu Oxford Nanopore
nazvany nanoDx, u kterého cinil me-
didn ¢asu od obdrzeni biologického ma-
teridlu do dodani vysledku pfi prospek-
tivni validaci 21 hodin [31]. VylepSenym
recentné publikovanym pfistupem je vy-
uziti klasifikdtoru zalozeného na neuro-
novych sitich s ndzvem Sturgeon, ktery
byl autory navrzen jako nastroj pro intra-
operativni diagnostiku informujici neu-
rochirurga o tom, zda charakter tumoru
vyzaduje provedeni radikalni resekce, ¢i
zda se jedna o diagnézu, u které nema
rozdil mezi radikdIni a subtotélni resekci
na progndzu vliv. V ramci této prace byl
nastroj pouzit u 25 prospektivnich pa-
cientl, u kterych byl vysledek stanoven
za < 90 minut. U 18 z 25 pacientl byla
stanovena spravna diagndza s dostatec-
nou mirou spolehlivosti [32].

V kategorii biomarker( prediktivnich
a prognostickych je velmi vyznamnym
biomarkerem a zaroven jednim z nej-
znaméjsich priklad vyuziti metylac-
niho profilovani v klinické praxi stano-
veni metyla¢niho statusu promotoru
genu MGMT ve vzorku nadorové tkané
u pacientl s glioblastomem [33]. Me-
tylace promotoru je pfitomna u 40-50 %
pacientl a je spojovéna s del$im prezi-
tim [34]. Zéroven je spojovan s predikci
lécebné odpovédi u pacientd lé¢enych
temozolomidem (TMZ) [35,36]. TMZ
patfi do skupiny alkyla¢nich chemotera-
peutik a jeho plsobeni navozuje posko-
zeni DNA, které vede k aktivaci apoptézy,
neni-li opraveno bunéénymi reparac-
nimi mechanizmy. Jednim z téchto re-
paracnich mechanizmu je také plGsobeni
enzymu MGMT. Je viak nutné zminit, ze
jistou limitaci stanoveni metylace pro-
motoru MGMT je velka variabilita ve
volbé metodického pfistupu a vymezeni
presné cut-off hodnoty pro metylovany
promotor [37]. Obdobnym zplisobem

byla hypermetylace tumor supresoro-
vych gent spojena s chemosenzitivitou
také v pfipadé dalsich onkologickych
diagnoz. U pacientek s karcinomem prsu
s postizenim uzlin je napf. nizkd droven
metylace genu PITX2 (dostupnd v po-
dobé certifikovaného komer¢niho testu
therascreen® PITX2 RGQ PCRKit) spojena
s benefitem adjuvantni [é¢by antracykli-
novymi chemoterapeutiky [38].

Vyuziti v terapii nadorovych
onemocnéni

Na rozdil od jinych typl alteraci, jako
jsou bodové mutace, zmény poctu kopii
¢i fuzni geny, predstavuje aberantni me-
tylace DNA modifikaci reverzibilni, coz
z ni ¢ini potencidlni cil protinddorové
terapie. V soucasné dobé jsou k dispo-
zici |éciva schvélena evropskou léko-
vou agenturou EMA i americkou FDA
a také nékolik desitek lé¢iv nachazeji-
cich se v preklinické ¢i casné klinické fazi
testovani.

Adice metylové skupiny je katalyzo-
vadna enzymy oznacovanymi jako DNA
metyltransferdzy (DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B), pficemz vétsina dostupnych
|éc¢iv cili na modulaci jejich aktivity. Na
zékladé mechanizmu plsobeni je Ize
rozdélit na dvé skupiny, a to na analogy
nukleosidi a non-nukleosidové agens,
kterd zahrnuji zejména inhibitory pfimo
interagujici s DNA metyltransferdzami.

Analogy nukleosidll jsou derivaty od-
vozené nejcastéji od deoxycytidinu,
které se inkorporuji do struktury DNA
¢i RNA. Inkorporace do struktury DNA
vede k vytvoreni kovalentni ireverzibilni
vazby a postupné depleci DNA metyl-
transferaz. Dochazi-li k inkorporaci do
struktury RNA, nastava inhibice proteo-
syntézy. Mezi nejznaméjsi analogy nuk-
leosid(i patfiazacytidin a decitabin, které
jsou schvéleny pro |é¢bu pacientu s dia-
gnézou myelodysplastického syndromu
¢i akutni myeloidni leukemie s kontrain-
dikaci k provedeni transplantace kostni
diené [39]. Oba Iéky maji velmi podob-
nou chemickou strukturu, odliSnost spo-
¢iva v tom, Ze azacitidin je ribonukleosid
a decitabin je deoxyribonukleosid. Deci-
tabin se tak na rozdil od azacytidinu ne-
vaze na RNA. Prvotné byly pouzivany ve
vysokych davkach jako cytostatika, po-
déni nizsi davky vsak navozuje pokles

urovné metylace u pdvodné hyperme-
tylovanych oblasti v genomu, zpravidla
kédujicich tumor supresorové geny [40].
Casty problém u obou Iékl piedstavuje
rozvoj rezistence, ktery je pozorovan az
u poloviny pacientl [41]. Recentni stu-
die poukdazala na to, ze podstata rezi-
stence tkvi v adaptivni odpovédi sité
enzymu zapojenych do metabolizmu
pyrimidinu [42].

Kromé podavani vyse zminénych léki
v monoterapii jsou v klinickych hodno-
cenich testovany jejich kombinace s dal-
simi 1écivy, a to jak s tradi¢nimi cytosta-
tiky, tak s cilenymi inhibitory [43]. Jednim
z hlavnich dGvodU pro testovani Iéko-
vych kombinaci s cytostatiky je skutec-
nost, Ze navozeni sekundarni rezistence
vUd¢i vybranym cytostatikiim je spjato se
zménami Urovné metylace specifickych
oblasti nadorového genomu, zejména
pak hypermetylaci promotoru tumor
supresorovych genl [44]. Nasazeni nuk-
leosidovych analogl s cilem inhibovat
aktivitu metyltransferdz tak umoznuje
hypermetylaci pfedchézet. Z dalsich pfi-
kladd o snahu modulace lé¢ebné odpo-
védi prostfednictvim nukleosidovych
analogll Ize zminit soubézné podavani
s PD-1 inhibitory [45].

Vétsina dalsich léciv spadajicich do
skupiny nukleosidovych analogl se na-
chazi v ranych fazich klinickych hodno-
ceni. Jednim z pfiklad(l téchto analogt
je guadecitabin. Jedna se o dinukleotid
tvofeny decitabinem spojenym fosfo-
diesterovou vazbou s deoxyguanosino-
vym analogem, coZ zarucuje delsi polo-
¢as rozpadu v organizmu [46]. Ve studii
faze Ill zaméfené na pacienty s akutni
myeloidni leukemii nevedlo jeho po-
davani v porovnani se standardnimi lé-
¢ebnymi postupy ke zlep3eni celkového
preziti [47], 1ék je vSak déle testovan
v odlisnych indikacich. Z dalsich ana-
logl Ize zminit 5-fluoro-2'-deoxycytidin
(FdCyd) testovany v kombinaci s tetra-
hydrouridinem [48] ve studii faze Il, kde
vsak nebylo dosazeno vytycenych cill
stran preziti bez progrese a lé¢ebné od-
povédi, ¢i 5-aza-4'-thio-2'-deoxycytidin
(Aza-TdC), ktery je testovan ve fazi | za-
méfené na pacienty s pokrocilymi solid-
nimi nadory [49].

Pro inhibitory pfimo interagujici s me-
tyltransferdzami byla demonstrovana
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celd fada mechanizm( Gcinku, které za-
hrnuji vazbu do aktivniho mista enzymu,
alosterické plsobeni ¢i pasobeni tzv. an-
tisense oligonukleotidd. Inhibitory va-
Zici se do aktivniho mista enzymu pfimo
zabranuji jeho interakci se substratem.
Tato skupina zahrnuje jak syntetické
slouceniny, jako je molekula RG108 ¢i
antihypertenzivum hydralazin [50], tak
pfirodni slou¢eniny jako epigallocate-
chin-3-gallat obsazeny v listech zele-
ného caje [51]. Alosterické inhibitory po
navazani méni prostorovou konformaci
proteinu, a tim znemoznuji jeho dalsi ak-
tivitu. Jako pfiklady lze zminit pyrazo-
lon a pyrizadin. Tyto dvé slouceniny byly
identifikovdny na zadkladé screeningu
knihoven chemickych sloucenin a de-
monstrovaly selektivitu pro metyltrans-
ferdzu DNMT3A. Diky této skutecnosti
predstavuji kandidatni léciva pro dalsi
vyvoj v této oblasti [52]. Agens funguijici
na principu antisense oligonukleotidd,
mezi které patii slouc¢enina MG98, inter-
feruji s translaci mMRNA gen( kédujicich
DNA metyltransferazy, a zabranuji tak je-
jich proteosyntéze [53].

Zaveér

Studium aberantni metylace DNA, stejné
tak jako ostatnich typ0 epigenetickych
zmén, vedlo ke zvyseni komplexnosti,
s jakou na problematiku vzniku a rozvoje
nadorovych onemocnéni nahlizime,
a pfineslo zcela nové moznosti pro je-
jich diagnostiku a terapii. Co se tyce role
aberantni metylace DNA jakoZto bio-
markeru, tak velké mnozstvi publikova-
nych praci demonstruje, ze jeji stanoveni
mUze nést znacné implikace pro dia-
gnostiku primarniho onemocnéni, de-
tekci jeho rekurence, odhad progndzy i
predikci |é¢ebného efektu. V rdmci této
prehledové prace bylo predstaveno né-
kolik ptikladd testl vyuzivajicich stano-
veni Urovné metylace vybranych gend,
ato zejména téch, které disponuiji certifi-
kaci pro vyuzitivlaboratornidiagnostice.
Pocet publikovanych kandidéatnich bio-
markerd toto mnozstvi mnohondasobné
prevysuje, avsak pro malokteré z nich je
vyvinut laboratorni test, jenz by byl na-
sledné validovan na rozsahlejsi prospek-
tivni kohorté. Dalsim dilezitym aspek-
tem je poté implementace vyvinutych
testl do rutinni klinické praxe. V tomto

ohledu se testy zaloZzené na stanoveni
metylace nejvice uplatiuji v oblasti dia-
gnostiky nddor( CNS, zejména se to tyka
stanoveni metylace promotoru MGMT,
které je soucasti metodického portfolia
mnoha laboratofi molekularni patolo-
gie, a recentné pak také profilovani s po-
moci microarray platformy Infinium od
spolecnosti lllumina pouzivané ke klasi-
fikaci nadort CNS, jehoz dostupnost se
diky diagnostickym kritériim predsta-
venym v posledni edici pfislusné WHO
klasifikace napfic¢ laboratofemi zvysuje.
Nejnovéjsi metodické pristupy, jako je
sekvenovani tfeti generace, pak diky
svoji rychlosti poukazuji na pfenositel-
nost tohoto inovativniho konceptu do
peroperativni diagnostiky, kde muize za-
sadné pomoci pfi rozhodovani o nut-
nosti radikality resekce, jejiz vétsi rozsah
s sebou casto nese rizika neurologic-
kého poskozeni.

Role aberantni metylace DNA jako
biomarkeru je bezesporu na vzestupu,
pro jeji vyuziti jakozto |é¢ebného cile
viak nedochazi v poslednich letech k vy-
raznému pokroku a slibné vysledky pre-
klinickych studii jsou pouze minimalné
reflektovény ve vysledcich navazujicich
klinickych hodnoceni. Od schvaleni nuk-
leosidovych analogll azacytidinu a de-
citabinu hojné vyuzivanych zejména
v hematoonkologii nebyly zddné dalsi
slouceniny do klinické praxe zavedeny.
Obé léciva se navic potykaji s vysokym
podilem pacient(, u kterych se vyvine
sekunddrni rezistence, a mimo hema-
tologické malignity je jejich efektivita
u solidnich tumord minimalni. Je viak
k dispozici narlstajici evidence o jejich
mozném synergistickém efektu s dalSimi
protinadorovymi lécivy, pficemz nékteré
kombinace jsou jiz pfedmétem probiha-
jicich klinickych hodnoceni.
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