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Súhrn
Karcinóm prostaty patrí medzi najčastejšie sa vyskytujúce nádorové ochorenia mužov vo veku 

nad 50 rokov. Na vzniku ochorenia sa podieľajú genetická predispozícia ako aj získané gene-

tické a epigenetické zmeny. Najviac študovanou epigenetickou zmenou pri karcinóme prostaty 

je metylácia cytozínu v CpG ostrovčekoch promótorových oblastí rôznych génov pomocou 

metylačne špecifi ckej PCR. Kvôli hymermetylácii DNA dochádza pomerne často a relatívne špe-

cifi cky v tkanivách karcinómu prostaty k vypnutiu génov ako GSTP1, APC alebo RASF1. Detek-

ciu metylácie DNA je však možné prevádzať nielen na vzorkách tkanív, ale aj v moči, ejakuláte 

alebo sére. Translačný výskum preto ďalej hľadá nové bio markery pre včasnú detekciu a pro-

gnózu karcinómu prostaty, vzhľadom na pomerne veľké rozdiely v použitých metódach ako aj 

v pacientskych súboroch však boli získané tak sľubné, tak aj kontroverzné výsledky. Preto sú na 

zistenie skutočného významu detekcie hypermetylácie DNA pre diagnostiku a prognózu kar-

cinómu prostaty potrebné ďalšie randomizované prospektívne klinické štúdie a štadardizácia 

použitých metód.
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Summary
Prostate cancer is one of the most common malignant diseases in men above the age of 50. 
A genetic predisposition and/ or acquired genetic and epigenetic changes together with life-

style contribute to the development of the disease. The most studied epigenetic modifi cation 

in prostate cancer is the methylation of the cytosine located within the dinucleotide CpG of 

promoter regions of diff erent genes by methylation specifi c PCR. The evidence of gene silen-

cing by DNA methylation in genes like GSTP1, APC or RASF1 is a common and relatively specifi c 

event in prostate cancer. DNA methylation testing can be performed on tissue samples or urine, 

ejaculate or serum. Translational research is searching for new bio markers for early detection 

and prognosis of prostate cancer, but because of large methodological diff erences in applied 

techniques and patient cohorts, the investigations have yielded promising, but also some con-

troversial results. More prospective randomized trials and standardized methods are needed to 

assess the true value of methylation for the diagnosis and prognosis of prostate cancer.
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Úvod
Karcinóm prostaty (KP) patrí medzi naj-

častejšie sa vyskytujúce onkologické 

ochorenia mužov s narastajúcim tren-

dom výskytu. Slovensko sa hodno-

tami incidencie karcinómu prostaty za-

raďuje medzi štáty so stredne vysokým 

výskytom tohto ochorenia v Európe. 

V roku 2003 bolo v Slovenskej republike 

diagnostikovaných 1 033 mužov s karci-

nómom prostaty, ktorý je s incidenciou 

31/ 100 000 mužov štvrtým najčastej-

ším zhubným nádorom mužov na Slo-

vensku [1]. Diagnóza včasného štádia 

karcinómu prostaty je nevyhnutná pre 

úspešnú liečbu a detekcia prostatického 

špecifi ckého antigénu (PSA) v sérach pa-

cientov s karcinómom prostaty umož-

nila zlepšenie diagnostiky a vyšší záchyt 

včasných štádií tohto ochorenia. Na priek 

svojim určitým limitom sú preoperatívna 

hodnota PSA a zdvojnásobenie hodnoty 

PSA považované za prognostický marker 

[2,3]. Ďalšími základnými metódami na 

diagnostiku karcinómu prostaty sú di-

gitálne rektálne vyšetrenia a bio ptická 

diagnostika [4,5], pričom staging 

a Gleason scoring [GS] sú najspoľahli-

vejšími prognostickými markermi [2– 6]. 

Predpokladá sa, že približne u 30 % 

mužov s diagnózou klinicky lokalizova-

ného ochorenia dôjde ku bio chemickej 

(zvýšenie hodnoty PSA) a/ alebo klinic-

kej rekurencii a progresii k metastatic-

kému androgén- nezávislému nádoru 

prostaty [7]. Vyhľadávanie efektívnych 

bio markerov pre nádory všeobecne 

a nádory prostaty konkrétne patrí medzi 

oblasti intenzívneho výskumu.

Molekulová bio lógia karcinómu pro-

staty je veľmi komplexná a do patoge-

nézy tohto ochorenia je zapojených 

mnoho génov [8,9], pričom vplyv na vznik 

genetických zmien majú aj faktory, ako sú 

životný štýl a zápal. Z hľadiska etiológie je 

možné rozdeliť karcinómy prostaty na he-

reditárne a sporadické, ale zatiaľ ich takto 

nie je možné rozlišovať aj na molekulovej 

úrovni, pretože na rozdiel od iných nádo-

rov (ako sú napr. nádory hrubého čreva 

alebo mliečnej žľazy) nepoznáme vyso-

kopenetranté gény zodpovedné za de-

dičnú formu karcinómu. Predpokladá sa, 

že hereditárne faktory sa zúčastňujú na 

vzniku a vývoji približne 5–10 % KP a v sú-

časnosti je známych viac ako 10 génov, 

ktorých alterácie sú spojené so vznikom 

a progresiou familiárneho KP, pričom naj-

častejšie sú mutované gény HKP2/ ELAC2, 
RNASEL a MSR1 [9]. Nedávno bola identi-

fi kovaná asociácia vnímavosti pre adeno-

karcinóm prostaty na chromozómovom 

lókuse 5q13q12 s dokázateľne zvýšeným 

rizikom vzniku hereditárneho a sporadic-

kého karcinómu prostaty [10]. Bolo iden-

tifikovaných niekoľko polymorfizmov 

génov, ktoré sú asociované so zvýše-

ným rizikom vzniku karcinómu a zvýše-

ným rizikom progresie [8,11]. Tkanivá 

karcinómu prostaty sa vyznačujú mno-

hými genetickými zmenami v protonko-

génoch, tumorsupresorových génoch, 

génoch zodpovedných za reguláciu 

bunkového cyklu –  apoptózu, bunkovú 

senescenciu, v génoch zodpovedných za 

odpoveď na bunkový stres a za detoxiká-

ciu [8,9]. V súčasnosti už vieme, že okrem 

genetických mechanizmov zohrávajú pri 

vzniku nádorov dôležitú úlohu aj epige-

netické mechanizmy, medzi ktoré patria 

metylácia DNA a modifikácia histónov 

[12– 15].

V tomto článku sa chceme zaoberať 

rastúcim významom detekcie hyperme-

tylácie promótorových oblastí génov 

v tkanivách a telových tekutinách pa-

cientov s karcinómom prostaty a pouká-

zať na ich potenciálny diagnostický 

a prognostický potenciál.

Metódy na detekciu 
hypermetylácie CpG ostrovčekov
Metylácia DNA je kovalentná modifi ká-

cia DNA spôsobená väzbou metylovej 

skupiny na cytozín v dvojici báz CpG, pri-

čom metylovanému cytozínu sa hovorí 

aj piata báza v DNA [16]. Dvojice CpG sú 

roztrúsené po celom genóme a určitá 

časť vytvára tzv. CpG ostrovčeky v tých 

častiach génov, ktoré kontrolujú gé-

novú expresiu a ich súčasťou môže byť 

samotný promótor, 5’neprekladaná ob-

lasť a prvý exón [16]. Promótorové CpG 

ostrovčeky sú väčšinou nemetylované, 

čo vedie ku génovej expresii, dôsled-

kom ich metylácie môže byť potom tran-

skripčné vypnutie génov [17].

V princípe môžeme metódy na 

štúdium stupňa metylačného stavu 

DNA v špecifi ckých sekvenciách rozde-

liť do troch hlavných skupín: nebisulfi -

dové a bisulfi dové metódy a selektívne 

zachytenie sekvencií, ktoré obsahujú 

metylovaný cytozín (5- meC), pomocou 
5- meC- viažucimi proteínmi alebo anti-5- meC 

protilátkami [18]. Ako prvé sa začali vyu-

žívať metylačne senzitívne restrikčné en-

donukleázy kombinované so Southern 

blottingom alebo PCR detekciou, čo je 

však obmedzené len na prípady výskytu 

štiepnych miest pre vhodné restrikčné 

endonukleázy. Etablovanie bisulfido-

vej modifi kácie DNA [20], pri ktorej do-

chádza ku premene nemetylovaného 

cytozínu na uracil, zatiaľ čo metylo-

vaný cytozín nereaguje a ostáva cytozí-

nom, umožnilo vývoj základných metód 

na detekciu metylácie DNA –  kombino-

vanej metódy bisulfi dovej modifi kácie 

a restrikčnej analýzy (COBRA) [21] a me-

tylačne špecifi ckej PCR (MSP) pomocou 

metylačne špecifi ckých primerov [22].

Práce základného epigenetického 

a epigenomického výskumu, ktoré vy-

hľadávajú nové relevantné epigene-

tické zmeny a identifi kujú kandidátne 

gény, využívajú na detekciu celkových 

zmien v genóme metódy, ktoré sú po-

drobne preberané v prehľadných člán-

koch, ktoré publikovali autori Shames 

et al (2007) a Ho and Tang (2007) [19,23]. 

Sú to genómové skenovanie na základe 

restrikčných miest (restriction landmark 

genomic scanning –  RLGS) s nadväzujú-

cou analýzou pomocou microarray tech-

nológie, profi lovanie génovej expresie 

na microarrayoch, inhibícia expresie en-

zýmov DNA metyltransferáz geneticky 

alebo RNA interferenciou (RNAi), me-

tylačne senzitívne oligonukleotidové 

microrarraye, detekcia diferenciálnej 

metylácie pomocou hybridizácie na CpG 

microarrayoch, imunoprecipitácia mety-

lovanej DNA alebo metylačne senzitívna 

restrikčná analýza fi ngerprint (methyla-

tion sensitive restriction fi ngerprinting –  

MSRF). Tieto metódy sú veľmi efektívne 

a umožnili detekciu mnohých nových 

kandidátnych génov ako možných 

bio markerov ochorení. V súčasnosti sa 

presadzujú vysokokapacitné techno-

lógie, ktoré okrem identifi kácie nových 

cieľových génov umožňujú aj vysokoka-

pacitnú analýzu veľkého množstva vzo-

riek. Medzi tieto nové technológie patrí 

pyrosekvenácia [24], LUMA (luminomet-

ric methylation assay, využívajúca pyro-

sekvenáciu) [25] a MALDI- TOF [26].
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a MSP sa podarilo detekovať metylá-

ciu GSTP1 v 6 % lézií proliferatívnej zá-

palovej atrofi e (PIA) u pacientov s kar-

cinómom prostaty [32]. Hoci zvýšená 

GSTP1 expresia, ktorá má ochraňu-

júci efekt pred oxidatívnym poškode-

ním genómu, je charakteristickým zna-

kom PIA, tak strata aktivity GSTP1 v časti 

lézií môže odštartovať transformáciu na 

high-grade PIN a/ alebo adenokarcinóm 

[38]. Tieto údaje ukazujú, že hyperme-

tylácia GSTP1 sa vyskytuje už aj v skorej 

karcinogenéze prostaty. Pri porovnávaní 

frekvencie GSTP1 imunoreaktívnych bu-

niek v benígnom prostatickom epiteli, 

primárnom nádore a k nemu patria cim 

metastázam v lymfatických uzlinách 

bol dokázaný progresívny úbytok ex-

presie GSTP1 v bio ptických vzorkách 

vyšetrovaných imunohistochemicky, 

čo sa považuje za dôkaz medzi hyperme-

tyláciou a vypnutím génu [38]. Ako vy-

plýva z hore uvedených štúdií, metylácia 

promótorovej oblasti GSTP1 je charakte-

ristickým znakom karcinómu prostaty. 

Vzhľadom na to, že sa nachádza v pre-

kurzoroch PIN, uvažuje sa o hypermety-

lácii GSTP1 ako včasnom bio markeri pro-

statického karcinómu.

K ďalším génom, kde bola deteko-

vaná signifikantne vyššia hypermety-

lácia promótorových oblastí v nádo-

rovom tkanive prostaty ako v tkanive 

normálnom, patria tumor supresorový 

gén zodpovedný za dedičnú formu ko-

lorektálneho nádoru a familiárnej ade-

nomatóznej polypózy APC [34,39,40], 

gén pre P- glykoproteín zodpovedný 

za mnohopočetnú liekovú rezistenciu 

MDR1 [40,41], receptory steroidných 

hormónov ER , ER , RAR 2 [42– 45], 

gény kódujúce proteíny zúčastňuj-

úce sa bunkovej adhézie CD44 [46], 

TIG1 [45] a E- cadherin [47], gény kódu-

júce proteíny podieľajúce sa na bun-

kovom raste a proliferácii ZNF185 [48], 

NTRK2 [49], na apoptóze ako CRBP1 [50], 

na zápale ako PTGS2/ COX2 [40,47]. Po-

drobne sú tieto gény opísané v prehľad-

ných článkoch Perryho et al (2006, 

2008) [12,51]. Na bunkových liniách 

boli identifi kované ďalšie hypermety-

lované gény v karcinómoch prostaty –  

NKX2- 5, CLSTN1, SPOCK2, SLC16A12, 
DPYS a NSE1, ktoré boli potom pomo-

cou metód COBRA a pyrosekvenácie 

rov so značne väčším množstvom me-

tylácie, čo umožňuje kvantitatívne sta-

novenie metylácie DNA v špecifi ckých 

sekvenciách.

Hypermetylácia promótorových 
oblastí DNA v tkanivách 
karcinómu prostaty –  potenciálny 
bio marker ochorenia
Najlepšie charakterizovaným génom 

v karcinóme prostaty ohľadne mety-

lácie je glutathion s- transferáza π 

(GSTP1). GSTP1 patrí do rodiny bio  trans-

formačných enzýmov, ktoré zohrávajú 

významnú úlohu pri detoxifi kácii bunky 

katalyzáciou premeny lipofi lných meta-

bolitov na lipofóbne, ktoré sú pre bunku 

menej toxické. Už dávnejšie bola publiko-

vaná práca, kde bola metylácia cytidínu 

v GSTP1 detekovaná pomocou metyla-

čne senzitívnych restrikčných endonu-

leáz, ktorá bola asociovaná so stratou 

expresie GSTP1 v histologických prepa-

rátoch aj v bunkových kultúrach [31]. Až 

vyvinutie bisulfi dovej modifi kácie DNA 

a metylačne špecifi ckej PCR rozlišujúcej 

metylované a nemetylované cytozíny 

umožnilo ďalší rozvoj intenzívnejších 

štúdií hypermetylácie CpG ostrovčekov 

aj u GSTP1 pri karcinómoch prostaty. Po-

mocou metylačne špecifi ckej PCR, kon-

fi rmovanej sekvenáciou bisulfi dom mo-

difi kovanej DNA, bola potvrdená nielen 

metylácia cytidínu v promótore GSTP1, 

ale bola detekovaná hypermetylácia ce-

lého CpG ostrovčeka promótoru, pričom 

v normálnom prostatickom tkanive ta-

káto hypermetylácia detekovaná nebola 

[32]. Promótorová hypermetylácia spre-

vádzaná stratou funkcie GSTP1 je jednou 

z najčastejších a najbežnejších soma-

tických epigenetických zmien pri karci-

nóme prostaty, ktorá sa vyskytuje už aj 

v prostatickej intraepitelovej neoplázii 

(PIN) [32,33] a v 36–94,2 % karcinómoch 

prostaty [34– 37]. V prácach boli publiko-

vané aj rôzne frekvencie hypermetylá-

cie v závislosti od toho, či bolo vyšetro-

vané formalínom fi xované a do parafínu 

zaliate (FFPE) tkanivo, kde bola mety-

lácia detekovaná v 73 % [36], alebo ne-

fi xované, na – 80 °C zamrazené tkanivo, 

kde bola metylácia detekovaná v 94,2 % 

[37], ako aj v závislosti od použitej me-

tódy [34,36,37]. Kombináciou lasero-

vej mikrodisekcie nádorového tkaniva 

Kedže bisulfi dová modifi kácia je ča-

sovo aj metodicky relatívne nenáročný 

postup, testovanie metylačného stavu 

rôznych génov sa stalo súčasťou mno-

hých výskumných projektov na uni-

verzitných pracoviskách. Najčastejšia 

metóda, ktorá sa využíva pri takýchto 

štúdiách, je bisulfi dová modifi kácia, po 

ktorej nasleduje metylačne špecifická 

PCR. Po bisulfi dovej modifi kácii je totiž 

podstatne zmenená sekvencia modifi -

kovanej DNA a metylačne špecifi cké pri-

mery sú navrhované tak, aby sa viazali 

buď na DNA, ktorá je metylovaná (a kde 

cytozín po modifi kácii ostal cytozínom), 

alebo na nemetylovanú DNA (cytozín sa 

po modifi kácii zmenil na uracil, čo zna-

mená tymín v PCR produkte) [22]. Jedna 

vzorka je potom analyzovaná pomo-

cou obidvoch typov primerov v dvoch 

nezávislých PCR reakciách a vyhodno-

tená v agarózovej elektroforéze zafar-

benej etídium bromidom. Ďalšou metó-

dou, ktorá našla uplatnenie v klinickom 

výskume, je COBRA [21]. Pri nej sa po 

bisulfidovej modifikácii DNA prevedie 

klasická PCR, ktorej primery sa nepre-

krývajú s CpG ostrovčekmi, a následne 

sa prevedie restrikčná analýza PCR pro-

duktu, pričom k štiepeniu dôjde, len ak 

nebol cytozín kvôli metylácii zmenený 

[21]. PCR na bisulfidom modifikova-

nej DNA, ktorá nerozlišuje medzi mety-

lovanými a nemetylovanými alelami, je 

východiskovou metódou ďalších apli-

kácií –  bisulfi dovej sekvenácie [20], ne-

sted MSP [27], metylačne špecifickej 

SSCP analýzy [28] a kvantitatívnej MSP 

(QMSP) označovanej často aj MethyLigt 

a jej rôznych modifi kácií [29,30], ktoré 

sa najčastejšie využívajú na konfi rmá-

ciu výsledkov získaných v celogenómo-

vých štúdiách. Relatívna hladina me-

tylovanej DNA v promótorovej oblasti 

každej vzorky sa pri QMSP stanovuje ako 

pomer cieľového génu ku vnútornému 

referenčnému génu, ktorý je amplifi ko-

vaný v modifi kovanej DNA bez ohľadu 

na metylačný stav. Fluorescenčná de-

tekcia značne zvyšuje senzitivitu me-

tódy a umožňuje detekovať jednotlivé 

metylované alely v 105 nemetylova-

ných alelách. Táto metóda umožňuje po-

rovnávanie normálnych tkanivových 

vzoriek s nízkym stupňom metylácie 

pri testovaní týchto sekvencií a tumo-
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Význam detekcie hypermetylácie 
DNA v nádorovom tkanive –  
diagnostický a prognostický 
potenciál
Jedným z faktorov, ktoré môžu ovplyv-

niť bio ptickú diagnostiku karcinómu 

prostaty, je falošne negatívny výsledok 

ihlovej bio psie, ktorá minie samotný 

nádor. QMSP analýza GSTP1 spoločne 

s bio ptickou diagnostikou vzoriek ihlo-

vej bio psie ukázala zlepšenie citlivosti 

detekcie tumoru vo vyhodnocovanom 

nádore prostaty o 11 %, a to bez negatív-

neho vplyvu na špecifi citu [37]. Pri tejto 

štúdii boli využité tkanivá pacientov po 

prostatektómii s určenou diagnózou kar-

cinómu prostaty a tkanivá pacientov po 

cystoprostatektómii kvôli nádoru mo-

čového mechúra. Z týchto tkanív boli 

urobené sextantové bio psie, ktoré však 

boli zmrazené na – 80 °C a neskôr v sle-

pej analýze vyhodnocované skúseným 

uropatológom. Predtým však už bol 

známy staging a grading týchto nádo-

rov. V takto postavenom experimente 

QMSP GSTP1 detekovala 9 prípadov kar-

cinómu prostaty, ktoré boli histologicky 

nespoznané, a histológia naopak iden-

tifi kovala 2 prípady, ktoré boli prehliad-

nuté QMSP GSTP1. Autori práce tieto vý-

sledky interpretujú ako dôkaz potreby 

skombinovať obe metódy pri detekcii 

karcinómu prostaty [37].

Zisťovanie efektívnosti multigéno-

vého metylačného panelu pre zlepše-

nie citlivosti histopatologickej detek-

cie karcinómu pri ihlových bio psiách 

na paneli štyroch lokusov (GSTP1, APC, 
TIG1, RARß2) zlepšilo citlivosť diagnos-

tiky karcinómu prostaty o 33 % v porov-

naní s histológiou samotnou [56]. Avšak 

autori tiež potvrdzujú, že použitie mraze-

ných bio ptických rezov je oveľa obtiaž-

nejšie pre histologické zhodnotenie, než 

je hodnotenie štandardných parafíno-

vých rezov. Niektoré štúdie sa zaoberajú 

analýzou metylácie panelov viacerých 

génov, pričom v niektorých štúdiách sa 

porovnáva ich metylácia a vypočítavajú 

sa rôzne skórovacie systémy na zlepše-

nie špecifi city a senzitivity daných testov 

[34,47,56]. Jedným z nich je metylačný 

index (MI) defi novaný ako pomer me-

tylovaných génov a celkového počtu 

analyzovaných génov. Pri porovnávaní 

metylácie panelu až 10 génov a Gleaso-

nádorovej terapii substrátmi PGP. Roz-

siahla štúdia, ktorá kvantifi kovala mety-

láciu šestnástich rozdielnych génov, opí-

sala panel štyroch génov (GSTP1, APC, 
PTGS2 a MDR1), ktoré vedia rozlíšiť pri-

márny karcinóm prostaty od benígneho 

tkaniva prostaty s 92% presnosťou a cit-

livosťou blížiacu sa 100 % [57]. Bolo do-

kázané, že kombinácia hypermetylá-

cie NSE1 a SPOCK2, ktorá je špecifi cká 

v 95 % pre bunkové línie karcinómu pro-

staty, môže správne identifi kovať 80 % 

tumorov [52]. Gén pre FYN tyrozínovú 

kinázu je tiež hypermetylovaný v pri-

márnom karcinóme, pričom v nenádo-

rových tkanivách prostaty a benígnej 

hyperplázii (BHP) hypermetylácia ne-

bola detekovaná [59].

Ako sme už uviedli vyššie, tak niektoré 

práce zaznamenali veľké rozdiely v de-

tekcii hypermetylácie, ktoré môžu byť 

výsledkom bio logických rozdielov v štu-

dovaných populáciách a študovaných 

pacientskych súboroch, ako aj rozdielov 

v preparácii klinických vzoriek a v použití 

rozdielnych metodických prístupov. 

Sú to najmä metódy ako QMSP alebo 

konvenčná MSP a nested MSP, ktoré sa 

v klinických štúdiách využívajú najčas-

tejšie. Pri QMSP (ktorá sa zdá byť naj-

využívanejšou metódou na testovanie 

klinických vzoriek pri relatívnej kvanti-

fi kácii hypermetylácie) je dôležitou čas-

ťou interpretácie výsledku stanovenie 

prahovej hodnoty a porovnanie s beníg-

nymi tkanivami [36,37,39]. QMSP je naj-

častejšie dizajnovaná tak, že detekuje 

relatívne množstvo metylovanej DNA 

v porovnaní s metyláciou MYOD1 génu, 

ktorý slúži ako referenčný gén a kde ne-

bola preukázaná stúpajúca metylácia 

s vekom [29,39]. Pri detekcii metylácie 

GSTP1 a porovnaní tkanív s BPH, PIN a KP 

bolo množstvo detekovanej metylácie 

medzi týmito jednotlivými štádiami sig-

nifi kantne odlišné. Stredné hodnoty lo-

garitmu pomeru GSTP1/ MYOD1 boli pre 

BPH 0 (interval 0–0,1), pre PIN 1,4 (in-

terval 0–45,9), pre karcinóm prostaty 

250,8 (rozsah 53,5–697,5), hraničná 

hodnota pre negativitu cut-off  bola ur-

čená 10 [31]. Z uvedeného je zrejmé, že 

aj keď bola dokázaná minimálna metylá-

cia aj v BPH alebo PIN, tak v nádorovom 

tkanive je úroveň metylácie výrazne vyš-

šia [36,37,39].

konfi rmované aj v pacientskych tkani-

vách [52]. Podobne ako predchádza-

júce, tak aj ďalšie nové hypermetylované 

gény (ako napr. IGFB3, ktorý bol hyper-

metylovaný v tkanivách nádoru prostaty 

ako aj v high-grade PIN, ale tiež v beníg-

nej hyperplázii, pričom v normálnom 

prostatickom tkanive nebol metylo-

vaný vôbec [53] a spolu s GSTP1 vykazo-

val koreláciu s GS) potrebujú rozsiahlej-

šiu konfi rmáciu v ďalších štúdiách, aby 

sa o nich mohlo uvažovať ako o nových 

bio markeroch KP.

Hypermetylácia génov, ktoré by mohli 

slúžiť ako včasný marker nádorového 

ochorenia, však musí spĺňať aj ďalšie 

podmienky, a síce, mala by byť pre daný 

nádor čo najšpecifickejšia. Príkladom 

signifi kantnej hypermetylácie a nádo-

rovej nešpecifi city môže byť napríklad 

gén CDKN2, ktorý je síce hypermety-

lovaný už aj v HGPIN [34], ale zároveň 

bola detekovaná jeho hypermetylá-

cia v celom rade ďalších nádorov [54]. 

Práve preto nie je ani detekcia hyper-

metylácie samotného génu GSTP1 ako 

skorého bio markera karcinómu pro-

staty dostatočná, pretože GSTP1 môže 

byť, aj keď s nižšou frekvenciou, hyper-

metylovaný aj v iných typoch nádorov, 

napr. mliečnej žľazy, obličiek a pečene 

[54]. Z tohto dôvodu môže metylačný 

profi l viacerých génov, ktoré majú niž-

šie individuálne frekvencie metylácií 

ako GSTP1, zlepšiť špecifi ckosť detekcie 

karcinómu prostaty a poskytovať lepší 

diagnostický alebo prognostický vý-

znam. Rôzne štúdie sledovali metyláciu 

promótorových oblastí týchto génov, 

pričom sa snažili rozlíšiť gény, ktoré sú 

metylované už v prekurzoroch (napr. 

v HGPIN alebo PIA), čo sa týka hlavne 

génov GSTP1, APC, RAR 2, CRBP1 a COX2 
[34,39,44,47,55,56], ktoré by mohli byť aj 

bio markermi včasného ochorenia a pro-

gnózy. Bolo dokázané, že kombinácia 

hypermetylácie GSTP1 a APC je vysoko 

špecifi cká pre karcinóm prostaty (v po-

rovnaní s benígnou prostatou) a môže 

správne identifi kovať 77– 98 % tumorov 

[40]. Gén MDR1 kóduje P- glykoproteín 

(PGP), ktorý podobne ako GSTP1 patrí 

takisto k detoxikačným enzýmom a za-

bezpečuje vyplavovanie škodlivých me-

tabolitov z bunky. Jeho zvýšená expre-

sia je asociovaná s rezistenciou voči 
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Najnovšia štúdia odhalila hypermetylá-

ciu promótorovej oblasti ďalšieho génu 

EphA7, kde bola porovnaná jeho frek-

vencia metylácie v CaP, BHP a normál-

nom tkanive prostaty (41,7 %; 19,3 % 

a 0 %), ktorá korelovala s vyšším GS 

(GS 7– GS 10) [68]. Pomocou QMSP bola 

detekovaná hypermetylácia ssDNA- väz-

bového proteínu 2 (SSBP2) v 61,4 % pri-

márneho karcinómu prostaty, ktorá 

bola asociovaná s vyšším štádiom, pri-

čom v BHP táto metylácia detekovaná 

nebola [69]. Zároveň bolo preukázané, 

že demetylačný liek 5- aza- 2’- deoxycyti-

dín reaktivuje expresiu SSBP2 v bunko-

vých kultúrach a táto obnovená expre-

sia viedla ku inhibícii tvorby bunkových 

kolónií v teste na tvorbu kolónií (co-

lony formation assay –  CFA) [69]. Ďal-

šia rozsiahla štúdia na 605 pacientoch 

s karcinómom prostaty sa zaoberala ko-

reláciou bio chemickej rekurencie a hy-

permetylácie génov ABDH9, Chr3- EST, 

GPR7, HIST2H2BF a PITX2 pomocou 

QPCR, ktoré sú signifi kantne asociované 

s bio chemickou rekurenciou, pričom na-

jvýznamnejšiu koreláciu v QPCR vykazo-

val gén PITX2 [70].

Význam detekcie hypermetylácie 
DNA v telových tekutinách –  
skríningový potenciál
Ako sme už uviedli, štúdium hypermety-

lácie v tkanivách nádorov prostaty je sú-

časťou intenzívneho translačného výs-

kumu a uvažuje sa o nich ako o sľubných 

bio markeroch ochorenia a prognostic-

kých faktoroch. Aj keď význam mnohých 

nových poznatkov musí byť potvrdený 

v ďalších štúdiách a významná je tu aj 

úloha štandardizácie metód, tak zaujíma-

vou sa v tejto súvislosti javí aj zodpoveda-

nie otázok, či by detekcia hypermetylácie 

určitých génov v telesných tekutinách, 

ako napr. sedimentoch moču a extracelu-

lárnej DNA prítomnej v periférnej krvnej 

plazme a sére, mohla poslúžiť ako nový 

bio marker karcinómu prostaty vhodný aj 

pre skríningové vyšetrenia.

Viaceré štúdie publikovali detekciu 

hypermetylácie DNA v moči. Metylácia 

GSPT1 v sére aj moči vykazuje veľké roz-

diely v senzitivite, a síce medzi 32 a 72 % 

v plazme [71– 74]. V moči sú rozdiely po-

dobné a hypermetylácia bola dokázaná 

v rozsahu 19 až 54 % [71,75]. Tieto diskre-

skupiny génov boli rozpoznateľné podľa 

ich „metylačného správania“ počas mno-

hokrokovej karcinogenézy. Prvou skupi-

nou boli gény metylované v tkanive pro-

staty bez neoplastických zmien (MDR1, 

RARRES1 a RASSF1; frekvencia metylácie 

v normálnom tkanive prostaty > 60 %). 

Druhú skupinu tvorili gény metylované 

v skorom štádiu neoplázie (APC, GSTP1, 

PTGS2 a RARB –  neprítomnosť metylácie 

v normálnom tkanive prostaty, ale prí-

tomnosť metylácie v PIN a KP) a tretiu 

gény metylované v pokročilom štádiu 

neoplázie (ASC, BCL2, RBP1 a THBS1 –  vý-

skyt metylácie iba v KP). Počet metylo-

vaných génov u jedného pacienta ko-

reloval s výškou hladiny PSA, GS a TNM 

štádiom [63]. Prevedením celogenómo-

vej analýzy bolo vybratých 62 kandi-

dátnych génov, ktoré boli analyzované 

v zamrazených tkanivách nádoru pro-

staty pomocou microarryas. Metylačná 

úroveň troch markerových kandidátov 

GPR7, ABHD9 a exprimovanej sekvencie 

tag na chromozóme č. 3 (CHr3- EST) bola 

signifi kantne zvýšená u pacientov s PSA 

pozitívnou rekurenciou, pričom najlep-

šie predpovedali rekurentnosť pri GS 

6 alebo 7 [64].

QMSP analýzou bola porovnaná frek-

vencia metylácie MCAM génu v pri-

márnom karcinóme, BHP a v PIN (80 %; 

12,5 % a 23 %), pričom bola dokázaná 

korelácia primárneho karcinómu s GS 

a pT štádiom (pT3 + pT4). Vysoký stupeň 

promótorovej metylácie MCAM v pokro-

čilom karcinóme prostaty zdôrazňuje 

jeho využitie ako markera závažnosti 

nepriaznivej prognózy [65]. Analýza 

promótorovej metylácie proapopto-

tického génu HRK poukázala na jej spo-

jitosť so stratou expresie HRK dokáza-

nej pomocou imunohistochémie, ktorá 

bola zase asociovaná so zníženou apo-

ptózou v tumoroch s GS 5– GS 7 [66]. Po-

mocou MSP bola detekovaná metylácia 

CpG ostrovčekov promótorových ob-

lastí TGFBI v 82 % tkanív s karcinómom 

prostaty, ktorá korelovala s redukova-

nou expresiou tohto génu v bunkových 

líniách tumoru prostaty. Autori tejto 

štúdie tvrdia, že detekcia metylácie pro-

mótora génu TGFBI u pacientov s karci-

nómom prostaty môže byť použitá ako 

potenciálny prognostický marker pre in-

vazivitu a budúci vývoj metastáz [67]. 

novho skóre (GS) bola dokázaná kore-

lácia medzi výškou MI a Gleasonovým 

skóre väčším ako 7 [34]. Analýza pro-

gnostického významu metylácie promó-

tora malého panelu génov (APC, CCND2, 
GSTP1, RARB2 a RASSF1) pomocou QMSP 

z tkanív pacientov s histologicky potvr-

deným karcinómom prostaty ukázala, 

že vysoký stupeň metylácie promótora 

APC je nezávislým prediktorom nepriaz-

nivej prognózy v bio ptických vzorkách 

prostaty a mohol by poskytovať dôle-

žitú informáciu o prognóze pre zlep-

šenie manažmentu pacientov [58]. Vy-

soké frekvencie metylácie génov APC, 
GSTP1, MGMT a RASSF1A (56,8 %, 86,5 %, 

75,7 % a 83,8 %) boli detekované v ná-

doroch prostaty a korelované s hladi-

nami PSA a GS, pričom bola dokázaná 

zvýšená metylácia génov APC, RASSF1A 

a RUNX3 v nádoroch pri vyššom GS a vyš-

šími hodnotami PSA [47]. Pri porovnávaní 

prognostickej hodnoty hypermetylácie 

promótorov u génov PTGS2, RAR-beta 

a EDNRB sa ukázalo, že kombinácia viace-

rých génov zvyšuje diagnostickú efekti-

vitu, pričom hypermetylácia PTGS2 kore-

lovala s infi ltráciou seminálnych vačkov, 

infiltráciou púzdra a pT štádiom TNM 

klasifi kácie a RAR metylácia bola spo-

jená s vyšším GS [60]. Analýza hyperme-

tylácií CD44 a PTGS2 zase poukázala na 

ich spojitosť s bio chemickou rekuren-

ciou po prostatektómii [61]. QMSP bola 

použitá k analýze metylačného panelu 

9 génov (Annexin2, APC, EDNRB, GSTP1, 
PTGS2, MDR1, RARbeta, Reprimo a TIG1), 

kde frekvencia metylácie v KP bola zna-

čne vyššia ako v BHP, pričom kombinácia 

hypermetylácie TIG1 a GSTP1 odlišovala 

KP od BHP so špecifi citou väčšou ako 

85 % a senzitivitou väčšou ako 93 % [62]. 

Hypermetylácia dvoch génov (napr. APC 

a TIG1, APC a GSTP1, APC a PTGS2, APC 

alebo MDR, GSTP1 alebo PTGS2) signifi -

kantne korelovala s pT štádiom a/ alebo 

GS. K vzostupu hypermetylácie panelu 

týchto génov dochádzalo počas pro-

gresie karcinómu prostaty a vzostup in-

dikoval skorú bio chemickú rekurenciu 

po radikálnej prostatektómii [62]. V ďal-

šej štúdii bola pomocou QMSP kvantifi -

kovaná metylácia 12 génov (MDR1, APC, 

BCL2, GSTP1, PTGS2, ASC, RARB, RARRES1, 

RASSF1, RBP1, TNFRSF10C a THBS1) v nor-

málnom tkanive prostaty, PIN a KP. Tri 
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nádorového ochorenia ako aj prognos-

tickým a prediktívnym parametrom 

a potenciálnym terapeutickým cieľom. 

Z tohto pohľadu sú potrebné nielen re-

trospektívne analýzy, ale aj prospektívne 

klinické štúdie, ktoré sa budú sústre-

ďovať na detekciu a validáciu nových 

bio markerov nádorových ochorení, vrá-

tane prostatických nádorov.
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Vzhľadom na dostupnosť rôznych metód 

na detekciu hypermetylácie promótorov 

génov došlo v poslednom období k vý-

znamnému nárastu vedeckých publi-

kácií v tejto oblasti. Výsledkom týchto 

analýz je narastajúce množstvo poznat-

kov o epigenetických zmenách v nádo-

roch prostaty, ale aj úvahy o klinickom 

využití týchto poznatkov. Pri karcinóme 

prostaty bolo detekovaných niekoľko 

sľubných bio markerov, ako GSTP1 alebo 

kombinácia GSTP1 s APC a RARB. Než 

však dôjde k rutinnej aplikácii uvede-

ných markerov do klinickej praxe, sú po-

trebné ďalšie validačné prospektívne 

štúdie. Mnohé ďalšie gény, ako PITX2, 

MCAM, TGFBI, vykazujú asociáciu s pro-

gnostickými faktormi pri KP. Ako sme 

ukázali aj v našej práci, jedným z hlav-

ných problémov je potreba štandardi-

zácie a zjednodušenia metód a hodno-

tenie výsledkov v externých kontrolách 

kvality. Podľa nedávnej publikácie pra-

covnej skupiny Pathobio logy pri EORTC 

je bisulfi dová sekvenácia považovaná za 

optimálnu metódu na detekciu CpG me-

tylácie v nových génoch a pyrosekvená-

cia je považovaná za metódu voľby pri 

kvantifi kácii rozsahu metylácie jednotli-

vých CpG dunukleotidov, QMSP je zase 

považovaná za najsenzitívnejšiu me-

tódu na detekciu metylovaných alel pri 

štandardizovaných postupoch [82]. Títo 

autori však zároveň tvrdia, že zatiaľ nie 

je možné jednoznačne povedať, ktorá 

z týchto metód a či vôbec bude využí-

vaná na rutinnú klinickú aplikáciu [82]. 

Detekcia metylácie ako potenciálneho 

bio markera by mala byť testovaná aj na 

základe odporúčania Early Detection Re-

search Network (EDRN) [83].

Stále viacej vedcov a lekárov si uvedo-

muje, že metylácia DNA môže byť sľub-

ným bio markerom včasného záchytu 

pancie sú výsledkom využívania rozlič-

ných metód, ale aj dôsledkom spôsobu 

tvorby pacientskych súborov. Ak boli pa-

cienti rozdelení do skupiny s progresiou 

ochorenia a bez nej, tak pacienti bez pro-

gresie mali nižší výskyt metylovaných 

GSTP, RASF1 alpha, APC a RAR beta [76]. 

V pokročilej chorobe sa detekčná schop-

nosť metylovaného GSTP1 pohybovala 

medzi 32 % (73) až 70 % (77). Autori, ktorí 

tu sledovali aj iné hypermetylované gény, 

dospeli k záverom, že je potrebné opti-

malizovať určitý panel génov vhodný pre 

detekciu nádoru prostaty a sledovanie 

priebehu ochorenia v sérach. Najčastej-

šie sú testované okrem GSTP1 gény APC, 
RAR beta, MDR1, PTSG2, ARF, p16, MGMT 
a RASFF1 [73,74,76,78– 81]. Štúdia zao-

berajúca sa možnosťou využitia neinva-

zívneho skríningu KP pomocou QMSP 

vo vzorkách moču zistila, že detekcia hy-

permetylácie minimálne jedného zo šty-

roch génov (GSTP1, ARF, P16, MGMT) by 

teoreticky mohla byť schopná identi-

fikovať 87 % pacientov s karcinómom 

prostaty so 100% špecifickosťou [81]. 

Autori sú presvedčení, že vzorky moču 

môžu byť doplnkom k skríningu PSA. 

Analýza metylačného panelu ôsmich 

génov (MDR1, EDNRB, CD44, NEP, PTGS2, 
RASSF1A, RAR  a ESR1) detekovala v sére 

pacientov s hormonálne nezávislým me-

tastatickým karcinómom prostaty hyper-

metyláciu génov MDR1 (83,3 %), EDNRB 

(50 %), RAR  (38,9 %), GSTP1 (27,8 %) 

a NEP alebo RASSF1A (16,7 %). Hyperme-

tylácia CpG ostrovčekov v génoch CD44, 
PTGS2 a ESR nebola prítomná vôbec. 

Podľa názoru týchto autorov môže byť 

detekcia hypermetylácie CpG ostrovče-

kov defi novaného panelu génov užitoč-

ným bio markerom pre mužov s hormo-

nálne nezávislým KP [78]. Minuloročná 

štúdia zaoberajúca sa metylačnou analý-

zou viacerých génov (GSTP1, PTGS2, Re-
primo a TIG1) v bezbunkovom sére pa-

cientov s KP, BHP a zdravých jedincov, 

odhalila pomocou QMSP signifi kantne 

vyššiu hypermetyláciu promótorových 

oblastí génov GSTP1 a TIG1 u pacientov 

s KP, pričom hypermetylácia GSTP1 de-

tekovaná v sére pacientov s KP bola sig-

nifi kantne vyššia ako u pacientov s BPH 

a špecifi cita testu medzi týmito dvoma 

skupinami bola 92 %, ale jej senziti-

vita iba 42–47 % [74]. Nedávno zverej-
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