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Suhrn

Karcindbm prostaty patri medzi najcastejsie sa vyskytujuce nddorové ochorenia muzov vo veku
nad 50 rokov. Na vzniku ochorenia sa podielaju genetickd predispozicia ako aj ziskané gene-
tické a epigenetické zmeny. Najviac Studovanou epigenetickou zmenou pri karcinéme prostaty
je metylacia cytozinu v CpG ostrovéekoch promaotorovych oblasti roznych génov pomocou
metyla¢ne $pecifickej PCR. Kvoli hymermetylacii DNA dochadza pomerne ¢asto a relativne Spe-
cificky v tkanivach karcindmu prostaty k vypnutiu génov ako GSTP1, APC alebo RASF1. Detek-
ciu metylacie DNA je v8ak mozné prevadzat nielen na vzorkach tkaniv, ale aj v moci, ejakulate
alebo sére. Transla¢ny vyskum preto dalej hlada nové biomarkery pre véasnu detekciu a pro-
gndzu karcindmu prostaty, vzhladom na pomerne velké rozdiely v pouzitych metédach ako aj
v pacientskych suboroch vsak boli ziskané tak sfubné, tak aj kontroverzné vysledky. Preto st na
zistenie skutocného vyznamu detekcie hypermetyldcie DNA pre diagnostiku a prognézu kar-
cindmu prostaty potrebné dalsie randomizované prospektivne klinické studie a Stadardizacia
pouzitych metdd.
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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 modification
in prostate cancer is the methylation of the cytosine located within the dinucleotide CpG of
promoter regions of different genes by methylation specific PCR. The evidence of gene silen-
cing by DNA methylation in genes like GSTP1, APC or RASF1 is a common and relatively specific
eventin prostate cancer. DNA methylation testing can be performed on tissue samples or urine,
ejaculate or serum. Translational research is searching for new biomarkers for early detection
and prognosis of prostate cancer, but because of large methodological differences 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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DETEKCIA HYPERMETYLACIE DNA AKO POTENCIALNY BIOMARKER PRE KARCINOM PROSTATY

Uvod
Karciném prostaty (KP) patri medzi naj-
Castejsie sa vyskytujuce onkologické
ochorenia muZov s narastajucim tren-
dom vyskytu. Slovensko sa hodno-
tami incidencie karcindmu prostaty za-
raduje medzi Staty so stredne vysokym
vyskytom tohto ochorenia v Eurépe.
V roku 2003 bolo v Slovenskej republike
diagnostikovanych 1 033 muzov s karci-
némom prostaty, ktory je s incidenciou
31/100 000 muzov $tvrtym najcastej-
$im zhubnym nadorom muzov na Slo-
vensku [1]. Diagndza véasného Stadia
karcindmu prostaty je nevyhnutnd pre
uspesnu liecbu a detekcia prostatického
$pecifického antigénu (PSA) v sérach pa-
cientov s karcin6mom prostaty umoz-
nila zlepsenie diagnostiky a vyssi zachyt
vcasnych $tadii tohto ochorenia. Napriek
svojim urcitym limitom su preoperativna
hodnota PSA a zdvojnédsobenie hodnoty
PSA povaZované za prognosticky marker
[2,3]. Dal3imi zakladnymi metédami na
diagnostiku karcindmu prostaty su di-
gitédlne rektalne vysetrenia a bioptickd
diagnostika [4,5], pricom staging
a Gleason scoring [GS] su najspolahli-
vejsimi prognostickymi markermi [2-6].
Predpoklada sa, ze priblizne u 30%
muzov s diagndzou klinicky lokalizova-
ného ochorenia déjde ku biochemickej
(zvysenie hodnoty PSA) a/alebo klinic-
kej rekurencii a progresii k metastatic-
kému androgén-nezdavislému nadoru
prostaty [7]. Vyhladavanie efektivnych
biomarkerov pre nadory vseobecne
a nadory prostaty konkrétne patri medzi
oblasti intenzivneho vyskumu.
Molekulova biolégia karcinému pro-
staty je velmi komplexna a do patoge-
nézy tohto ochorenia je zapojenych
mnoho génov [8,9], pricom vplyv na vznik
genetickych zmien maju aj faktory, ako st
Zivotny styl a zapal. Z hladiska etioldgie je
mozné rozdelit karcinémy prostaty na he-
reditarne a sporadické, ale zatial'ich takto
nie je mozné rozlisovat aj na molekulovej
urovni, pretoze na rozdiel od inych néddo-
rov (ako st napr. nadory hrubého ¢reva
alebo mlie¢nej Zlazy) nepozndme vyso-
kopenetranté gény zodpovedné za de-
di¢nu formu karcinému. Predpoklada sa,
Ze hereditarne faktory sa zucastiuju na
vzniku a vyvoji priblizne 5-10% KP a v su-
¢asnosti je zndmych viac ako 10 génov,

ktorych alteracie su spojené so vznikom
a progresiou familidrneho KP, pricom naj-
CastejSie su mutované gény HKP2/ELAC2,
RNASEL a MSRT1 [9]. Nedavno bola identi-
fikovana asociacia vnimavosti pre adeno-
karciném prostaty na chromozémovom
I6kuse 591312 s dokazatelne zvysenym
rizikom vzniku hereditarneho a sporadic-
kého karcindmu prostaty [10]. Bolo iden-
tifikovanych niekolko polymorfizmov
génov, ktoré su asociované so zvyse-
nym rizikom vzniku karcinému a zvyse-
nym rizikom progresie [8,11]. Tkaniva
karcindmu prostaty sa vyznacuju mno-
hymi genetickymi zmenami v protonko-
génoch, tumorsupresorovych génoch,
génoch zodpovednych za reguldciu
bunkového cyklu - apoptézu, bunkovu
senescenciu, v génoch zodpovednych za
odpoved na bunkovy stres a za detoxika-
ciu [8,9]. V sucasnosti uz vieme, ze okrem
genetickych mechanizmov zohravaju pri
vzniku nddorov délezitu ulohu aj epige-
netické mechanizmy, medzi ktoré patria
metylacia DNA a modifikacia histéonov
[12-15].

V tomto ¢lanku sa chceme zaoberat
rastucim vyznamom detekcie hyperme-
tyldcie prométorovych oblasti génov
v tkanivach a telovych tekutinach pa-
cientov s karcindmom prostaty a pouka-
zat na ich potencidlny diagnosticky
a prognosticky potencial.

Metody na detekciu
hypermetylacie CpG ostrovéekov
Metylacia DNA je kovalentna modifika-
cia DNA spoOsobend vazbou metylovej
skupiny na cytozin v dvojici baz CpG, pri-
¢om metylovanému cytozinu sa hovori
aj piata baza v DNA [16]. Dvojice CpG su
roztrdsené po celom gendéme a urcitd
Cast vytvara tzv. CpG ostrovéeky v tych
castiach génov, ktoré kontroluju gé-
novu expresiu a ich sucastou moze byt
samotny prométor, 5'neprekladana ob-
last a prvy exén [16]. Promoétorové CpG
ostrovéeky su vacsinou nemetylované,
¢o vedie ku génovej expresii, dosled-
kom ich metylacie méze byt potom tran-
skripéné vypnutie génov [17].

V principe moézeme metédy na
studium stupria metyla¢ného stavu
DNA v 3pecifickych sekvencidch rozde-
lit do troch hlavnych skupin: nebisulfi-
dové a bisulfidové metédy a selektivne

zachytenie sekvencii, ktoré obsahuju
metylovany cytozin (>*™C), pomocou
SmeC-viazucimi proteinmialebo anti-*mC
protilatkami [18]. Ako prvé sa zacali vyu-
Zivat metylacne senzitivne restrikéné en-
donukledzy kombinované so Southern
blottingom alebo PCR detekciou, ¢o je
vsak obmedzené len na pripady vyskytu
Stiepnych miest pre vhodné restrikéné
endonukleazy. Etablovanie bisulfido-
vej modifikdcie DNA [20], pri ktorej do-
chadza ku premene nemetylovaného
cytozinu na uracil, zatial ¢o metylo-
vany cytozin nereaguje a ostava cytozi-
nom, umoznilo vyvoj zdkladnych metéd
na detekciu metyldcie DNA - kombino-
vanej metddy bisulfidovej modifikdcie
a restrikénej analyzy (COBRA) [21] a me-
tyla¢ne 3Specifickej PCR (MSP) pomocou
metylacne $pecifickych primerov [22].
Prace zdkladného epigenetického
a epigenomického vyskumu, ktoré vy-
hladdvaju nové relevantné epigene-
tické zmeny a identifikuju kandidatne
gény, vyuzivaju na detekciu celkovych
zmien v gendme metddy, ktoré su po-
drobne preberané v prehladnych ¢lan-
koch, ktoré publikovali autori Shames
etal (2007) a Ho and Tang (2007) [19,23].
Su to genémové skenovanie na zaklade
restrikénych miest (restriction landmark
genomic scanning — RLGS) s nadvazuju-
cou analyzou pomocou microarray tech-
nolégie, profilovanie génovej expresie
na microarrayoch, inhibicia expresie en-
zymov DNA metyltransferaz geneticky
alebo RNA interferenciou (RNAIi), me-
tylacne senzitivne oligonukleotidové
microrarraye, detekcia diferencidlnej
metylacie pomocou hybridizacie na CpG
microarrayoch, imunoprecipitacia mety-
lovanej DNA alebo metylac¢ne senzitivna
restrik¢nd analyza fingerprint (methyla-
tion sensitive restriction fingerprinting -
MSREF). Tieto metddy su velmi efektivne
a umoznili detekciu mnohych novych
kandidatnych génov ako moznych
biomarkerov ochoreni. V sucasnosti sa
presadzuju vysokokapacitné techno-
I6gie, ktoré okrem identifikacie novych
cielovych génov umoznuju aj vysokoka-
pacitnu analyzu velkého mnozZstva vzo-
riek. Medzi tieto nové technoldgie patri
pyrosekvendcia [24], LUMA (luminomet-
ric methylation assay, vyuZzivajuca pyro-
sekvenaciu) [25] a MALDI-TOF [26].
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Kedze bisulfidova modifikacia je c¢a-
sovo aj metodicky relativne nendrocny
postup, testovanie metyla¢ného stavu
réznych génov sa stalo sti¢castou mno-
hych vyskumnych projektov na uni-
verzitnych pracoviskach. Najcastejsia
metdda, ktord sa vyuziva pri takychto
studiach, je bisulfidova modifikacia, po
ktorej nasleduje metylac¢ne 3pecificka
PCR. Po bisulfidovej modifikacii je totiz
podstatne zmenena sekvencia modifi-
kovanej DNA a metylac¢ne $pecifické pri-
mery su navrhované tak, aby sa viazali
bud na DNA, ktora je metylovana (a kde
cytozin po modifikécii ostal cytozinom),
alebo na nemetylovanu DNA (cytozin sa
po modifikacii zmenil na uracil, ¢o zna-
mena tymin v PCR produkte) [22]. Jedna
vzorka je potom analyzovana pomo-
cou obidvoch typov primerov v dvoch
nezdvislych PCR reakciach a vyhodno-
tend v agarézovej elektroforéze zafar-
benej etidium bromidom. Dal$ou met6-
dou, ktora nasla uplatnenie v klinickom
vyskume, je COBRA [21]. Pri nej sa po
bisulfidovej modifikacii DNA prevedie
klasicka PCR, ktorej primery sa nepre-
kryvaju s CpG ostrovéekmi, a nasledne
sa prevedie restrik¢na analyza PCR pro-
duktu, pricom k Stiepeniu doéjde, len ak
nebol cytozin kvéli metylacii zmeneny
[21]. PCR na bisulfidom modifikova-
nej DNA, ktord nerozliSsuje medzi mety-
lovanymi a nemetylovanymi alelami, je
vychodiskovou metédou dalsich apli-
kacii - bisulfidovej sekvenacie [20], ne-
sted MSP [27], metyla¢ne 3pecifickej
SSCP analyzy [28] a kvantitativnej MSP
(QMSP) oznacovanej casto aj MethyLigt
a jej roznych modifikacii [29,30], ktoré
sa najcastejsie vyuZzivaju na konfirma-
ciu vysledkov ziskanych v celogenémo-
vych Studiach. Relativna hladina me-
tylovanej DNA v promoétorovej oblasti
kazdej vzorky sa pri QMSP stanovuje ako
pomer cielového génu ku vnutornému
referené¢nému génu, ktory je amplifiko-
vany v modifikovanej DNA bez ohladu
na metyla¢ny stav. Fluorescencnd de-
tekcia znacne zvysuje senzitivitu me-
tédy a umoznuje detekovat jednotlivé
metylované alely v 105 nemetylova-
nych aleldch. Tato metéda umoznuje po-
rovnavanie normalnych tkanivovych
vzoriek s nizkym stupnom metylacie
pri testovani tychto sekvencii a tumo-

rov so znacne vacsim mnozstvom me-
tylacie, ¢o umoznuje kvantitativne sta-
novenie metylacie DNA v 3pecifickych
sekvenciach.

Hypermetylacia prométorovych
oblasti DNA v tkanivach
karcindomu prostaty - potencialny
biomarker ochorenia

Najlepsie charakterizovanym génom
v karcinébme prostaty ohladne mety-
lacie je glutathion s-transferdza m
(GSTPT). GSTP1 patri do rodiny biotrans-
formac¢nych enzymov, ktoré zohravaju
vyznamnu Ulohu pri detoxifikacii bunky
katalyzaciou premeny lipofilnych meta-
bolitov na lipofébne, ktoré su pre bunku
menej toxické. Uz davnejsie bola publiko-
vand praca, kde bola metylacia cytidinu
v GSTP1 detekovanad pomocou metyla-
¢ne senzitivnych restrikénych endonu-
ledz, ktord bola asociovana so stratou
expresie GSTP1 v histologickych prepa-
ratoch aj v bunkovych kultdrach [31]. AZ
vyvinutie bisulfidovej modifikdcie DNA
a metylacne Specifickej PCR rozlisujlcej
metylované a nemetylované cytoziny
umoznilo daldi rozvoj intenzivnejsich
studii hypermetylacie CpG ostrovéekov
aj u GSTP1 pri karcinémoch prostaty. Po-
mocou metyla¢ne 3pecifickej PCR, kon-
firmovanej sekvenaciou bisulfidom mo-
difikovanej DNA, bola potvrdena nielen
metyldcia cytidinu v prométore GSTPI,
ale bola detekovana hypermetylécia ce-
lIého CpG ostrovceka promatoru, pricom
v normélnom prostatickom tkanive ta-
kato hypermetylacia detekovana nebola
[32]. Promotorovéa hypermetylacia spre-
vadzana stratou funkcie GSTPT je jednou
z najcastejsich a najbeznejsich soma-
tickych epigenetickych zmien pri karci-
noéme prostaty, ktora sa vyskytuje uz aj
v prostatickej intraepitelovej neoplazii
(PIN) [32,33] a v 36-94,2 % karcindmoch
prostaty [34-37].V pracach boli publiko-
vané aj rozne frekvencie hypermetyla-
cie v zdvislosti od toho, ¢i bolo vysetro-
vané formalinom fixované a do parafinu
zaliate (FFPE) tkanivo, kde bola mety-
lacia detekovand v 73 % [36], alebo ne-
fixované, na -80 °C zamrazené tkanivo,
kde bola metylacia detekovana v 94,2 %
[37], ako aj v zavislosti od pouzitej me-
tédy [34,36,37]. Kombinaciou lasero-
vej mikrodisekcie nddorového tkaniva

a MSP sa podarilo detekovat metyla-
ciu GSTP1 v 6 % lézii proliferativnej za-
palovej atrofie (PIA) u pacientov s kar-
cindbmom prostaty [32]. Hoci zvySena
GSTP1 expresia, ktord ma ochranu-
juci efekt pred oxidativnym poskode-
nim gendmu, je charakteristickym zna-
kom PIA, tak strata aktivity GSTP1 v Casti
[ézii m6ze odstartovat transformaciu na
high-grade PIN a/alebo adenokarciném
[38]. Tieto udaje ukazuju, ze hyperme-
tylacia GSTPT sa vyskytuje uz aj v skorej
karcinogenéze prostaty. Pri porovnavani
frekvencie GSTPT imunoreaktivnych bu-
niek v benignom prostatickom epiteli,
primarnom nadore a k nemu patriacim
metastdzam v lymfatickych uzlindch
bol dokazany progresivny ubytok ex-
presie GSTP1 v bioptickych vzorkach
vysetrovanych imunohistochemicky,
¢o sa povazuje za dokaz medzi hyperme-
tylaciou a vypnutim génu [38]. Ako vy-
plyva z hore uvedenych studii, metylacia
prométorovej oblasti GSTPT je charakte-
ristickym znakom karcinému prostaty.
Vzhladom na to, Ze sa nachadza v pre-
kurzoroch PIN, uvaZuje sa o hypermety-
lacii GSTP1 ako v¢asnom biomarkeri pro-
statického karcinému.

K dalsim génom, kde bola deteko-
vana signifikantne vys$sia hypermety-
lacia promoétorovych oblasti v nado-
rovom tkanive prostaty ako v tkanive
normalnom, patria tumor supresorovy
gén zodpovedny za dedi¢nu formu ko-
lorektdlneho nadoru a familidrnej ade-
nomatéznej polypézy APC [34,39,40],
gén pre P-glykoprotein zodpovedny
za mnohopocetnu liekovu rezistenciu
MDRT1 [40,41], receptory steroidnych
horménov ERo, ERB, RARB2 [42-45],
gény kédujuce proteiny zucastnuj-
Uce sa bunkovej adhézie CD44 [46],
TIG1 [45] a E-cadherin [47], gény kédu-
juce proteiny podielajuce sa na bun-
kovom raste a proliferacii ZNF185 [48],
NTRK2 [49], na apoptdze ako CRBPT [50],
na zapale ako PTGS2/COX2 [40,47]. Po-
drobne su tieto gény opisané v prehlad-
nych ¢lankoch Perryho et al (2006,
2008) [12,51]. Na bunkovych linidch
boli identifikované dalsie hypermety-
lované gény v karcindmoch prostaty —
NKX2-5, CLSTN1, SPOCK2, SLC16A12,
DPYS a NSE1, ktoré boli potom pomo-
cou metéd COBRA a pyrosekvenacie
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konfirmované aj v pacientskych tkani-
vach [52]. Podobne ako predchadza-
juce, tak aj dal3ie nové hypermetylované
gény (ako napr. IGFB3, ktory bol hyper-
metylovany v tkanivach nddoru prostaty
ako aj v high-grade PIN, ale tiez v benig-
nej hyperplazii, pricom v normalnom
prostatickom tkanive nebol metylo-
vany vébec [53] a spolu s GSTP1 vykazo-
val korelaciu s GS) potrebuju rozsiahlej-
$iu konfirmaciu v dalSich studiach, aby
sa 0 nich mohlo uvazovat ako o novych
biomarkeroch KP.

Hypermetyldcia génov, ktoré by mohli
slazit ako véasny marker nadorového
ochorenia, véak musi spinat aj dalsie
podmienky, a sice, mala by byt pre dany
nador ¢o najspecifickejsia. Prikladom
signifikantnej hypermetylacie a nado-
rovej nespecificity méze byt napriklad
gén CDKN2, ktory je sice hypermety-
lovany uz aj v HGPIN [34], ale zaroven
bola detekovand jeho hypermetyla-
cia v celom rade dalsich nadorov [54].
Prave preto nie je ani detekcia hyper-
metylacie samotného génu GSTPT ako
skorého biomarkera karcinému pro-
staty dostato¢nd, pretoze GSTPT mbze
byt, aj ked s nizSou frekvenciou, hyper-
metylovany aj v inych typoch nadorov,
napr. mlie¢nej Zlazy, obli¢iek a pecene
[54]. Z tohto dévodu moze metylacny
profil viacerych génov, ktoré maju niz-
Sie individualne frekvencie metyldcii
ako GSTP1, zlepsit Specifickost detekcie
karcindbmu prostaty a poskytovat lepsi
diagnosticky alebo prognosticky vy-
znam. Rézne Studie sledovali metylaciu
promaétorovych oblasti tychto génov,
pricom sa snazili rozlisit gény, ktoré su
metylované uz v prekurzoroch (napr.
v HGPIN alebo PIA), ¢o sa tyka hlavne
génov GSTP1, APC, RARB2, CRBP1 a COX2
[34,39,44,47,55,56], ktoré by mohli byt aj
biomarkermi v¢asného ochorenia a pro-
gnozy. Bolo dokazané, Zze kombinacia
hypermetylacie GSTPT a APC je vysoko
$pecifickd pre karcindm prostaty (v po-
rovnani s benignou prostatou) a moze
spravne identifikovat 77-98 % tumorov
[40]. Gén MDR1 kéduje P-glykoprotein
(PGP), ktory podobne ako GSTPT patri
takisto k detoxikacnym enzymom a za-
bezpecuje vyplavovanie skodlivych me-
tabolitov z bunky. Jeho zvy3end expre-
sia je asociovana s rezistenciou voci

nadorovej terapii substratmi PGP. Roz-
siahla studia, ktord kvantifikovala mety-
laciu Sestnastich rozdielnych génov, opi-
sala panel Styroch génov (GSTPI1, APC,
PTGS2 a MDR1), ktoré vedia rozlisit pri-
marny karciném prostaty od benigneho
tkaniva prostaty s 92% presnostou a cit-
livostou bliziacu sa 100% [57]. Bolo do-
kédzané, Ze kombinacia hypermetyla-
cie NSE1 a SPOCK2, ktora je Specificka
v 95 % pre bunkové linie karcinému pro-
staty, moze spravne identifikovat 80 %
tumorov [52]. Gén pre FYN tyrozinovu
kindzu je tiez hypermetylovany v pri-
marnom karcinéme, pricom v nenado-
rovych tkanivach prostaty a benignej
hyperplazii (BHP) hypermetyldcia ne-
bola detekovana [59].

Ako sme uz uviedli vyssie, tak niektoré
prace zaznamenali velké rozdiely v de-
tekcii hypermetylacie, ktoré mézu byt
vysledkom biologickych rozdielov v $tu-
dovanych populacidch a Studovanych
pacientskych suboroch, ako aj rozdielov
v prepardcii klinickych vzoriek a v pouziti
rozdielnych metodickych pristupov.
Su to najma metddy ako QMSP alebo
konvencna MSP a nested MSP, ktoré sa
v klinickych 3tudidch vyuzivaju najcas-
tejsie. Pri QMSP (ktord sa zda byt naj-
vyuzivanejsou metédou na testovanie
klinickych vzoriek pri relativnej kvanti-
fikacii hypermetylacie) je délezitou cas-
tou interpretécie vysledku stanovenie
prahovej hodnoty a porovnanie s benig-
nymi tkanivami [36,37,39]. QMSP je naj-
Castejsie dizajnovana tak, ze detekuje
relativne mnoZstvo metylovanej DNA
v porovnani s metyldciou MYOD1 génu,
ktory sluzi ako referen¢ny gén a kde ne-
bola preukdzand stupajuca metylacia
s vekom [29,39]. Pri detekcii metylacie
GSTP1 a porovnani tkaniv s BPH, PIN a KP
bolo mnozstvo detekovanej metylacie
medzi tymito jednotlivymi Stadiami sig-
nifikantne odlisné. 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 karcindm prostaty
250,8 (rozsah 53,5-697,5), hrani¢na
hodnota pre negativitu cut-off bola ur-
¢end 10 [31]. Z uvedeného je zrejmé, ze
aj ked'bola dokdzana minimalna metyla-
cia aj v BPH alebo PIN, tak v nddorovom
tkanive je Uroven metylacie vyrazne vys-
sia [36,37,39].

Vyznam detekcie hypermetylacie
DNA v nadorovom tkanive -
diagnosticky a prognosticky
potencial

Jednym z faktorov, ktoré mozu ovplyv-
nit bioptickd diagnostiku karcinému
prostaty, je falosne negativny vysledok
ihlovej biopsie, ktord minie samotny
nador. QMSP analyza GSTP1 spolocne
s bioptickou diagnostikou vzoriek ihlo-
vej biopsie ukazala zlepsenie citlivosti
detekcie tumoru vo vyhodnocovanom
nadore prostaty o 11 %, a to bez negativ-
neho vplyvu na $pecificitu [37]. Pri tejto
studii boli vyuzité tkaniva pacientov po
prostatektémii s ur¢enou diagnézou kar-
cindmu prostaty a tkaniva pacientov po
cystoprostatektomii kvoli nadoru mo-
¢ového mechdura. Z tychto tkaniv boli
urobené sextantové biopsie, ktoré viak
boli zmrazené na -80 °C a neskor v sle-
pej analyze vyhodnocované skdsenym
uropatolégom. Predtym vsak uz bol
znadmy staging a grading tychto nado-
rov. V takto postavenom experimente
QMSP GSTP1 detekovala 9 pripadov kar-
cindmu prostaty, ktoré boli histologicky
nespoznané, a histolédgia naopak iden-
tifikovala 2 pripady, ktoré boli prehliad-
nuté QMSP GSTP1. Autori prace tieto vy-
sledky interpretuju ako dokaz potreby
skombinovat obe metdédy pri detekcii
karcinému prostaty [371.

Zistovanie efektivnosti multigéno-
vého metyla¢ného panelu pre zlepse-
nie citlivosti histopatologickej detek-
cie karcinému pri ihlovych biopsidch
na paneli Styroch lokusov (GSTP1, APC,
TIG1, RAR2) zlepsilo citlivost diagnos-
tiky karcindmu prostaty o 33% v porov-
nani s histolégiou samotnou [56]. Aviak
autori tieZ potvrdzuju, Ze pouZitie mraze-
nych bioptickych rezov je ovela obtiaz-
nejsie pre histologické zhodnotenie, nez
je hodnotenie $tandardnych parafino-
vych rezov. Niektoré Studie sa zaoberaju
analyzou metylacie panelov viacerych
génov, pricom v niektorych $tudiach sa
porovndva ich metyldcia a vypocitavaju
sa rozne skorovacie systémy na zlepse-
nie Specificity a senzitivity danych testov
[34,47,56]. Jednym z nich je metyla¢ny
index (MI) definovany ako pomer me-
tylovanych génov a celkového poctu
analyzovanych génov. Pri porovnavani
metylacie panelu az 10 génov a Gleaso-
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novho skore (GS) bola dokazana kore-
lacia medzi vyskou Ml a Gleasonovym
skore vacsim ako 7 [34]. Analyza pro-
gnostického vyznamu metylacie promé-
tora malého panelu génov (APC, CCND2,
GSTP1, RARB2 a RASSF1) pomocou QMSP
z tkaniv pacientov s histologicky potvr-
denym karcinémom prostaty ukazala,
Ze vysoky stupen metylacie promotora
APC je nezavislym prediktorom nepriaz-
nivej prognoézy v bioptickych vzorkach
prostaty a mohol by poskytovat déle-
Zitu informdciu o prognéze pre zlep-
Senie manazmentu pacientov [58]. Vy-
soké frekvencie metylacie génov APC,
GSTP1, MGMT a RASSF1A (56,8 %, 86,5 %,
75,7 % a 83,8%) boli detekované v na-
doroch prostaty a korelované s hladi-
nami PSA a GS, pricom bola dokazana
zvySena metylacia génov APC, RASSFIA
a RUNX3 v nadoroch pri vyssom GS a vys-
simihodnotami PSA[47]. Priporovnavani
prognostickej hodnoty hypermetylacie
prométorov u génov PTGS2, RAR-beta
a EDNRB sa ukazalo, Ze kombindcia viace-
rych génov zvysuje diagnosticku efekti-
vitu, pricom hypermetylacia PTGS2 kore-
lovala s infiltraciou semindlnych vackov,
infiltrdciou puzdra a pT Stadiom TNM
klasifikdcie a RAR metylacia bola spo-
jena s vy3sim GS [60]. Analyza hyperme-
tylacii CD44 a PTGS2 zase poukézala na
ich spojitost s biochemickou rekuren-
ciou po prostatektémii [61]. QMSP bola
pouzitad k analyze metyla¢ného panelu
9 génov (Annexin2, APC, EDNRB, GSTP1,
PTGS2, MDR1, RARbeta, Reprimo a TIG1),
kde frekvencia metylécie v KP bola zna-
¢ne vyssia ako v BHP, pricom kombinécia
hypermetylacie TIGT a GSTP1 odlisovala
KP od BHP so 3$pecificitou vac¢sou ako
85 % a senzitivitou vac¢sou ako 93 % [62].
Hypermetylacia dvoch génov (napr. APC
a TIG1, APC a GSTP1, APC a PTGS2, APC
alebo MDR, GSTP1 alebo PTGS2) signifi-
kantne korelovala s pT $tadiom a/alebo
GS. K vzostupu hypermetylacie panelu
tychto génov dochéddzalo pocas pro-
gresie karcindmu prostaty a vzostup in-
dikoval skoru biochemicku rekurenciu
po radikalnej prostatektémii [62]. V dal-
$ej studii bola pomocou QMSP kvantifi-
kovana metylacia 12 génov (MDR1, APC,
BCL2, GSTP1, PTGS2, ASC, RARB, RARRES],
RASSF1, RBP1, TNFRSF10C a THBST) v nor-
malnom tkanive prostaty, PIN a KP. Tri

skupiny génov boli rozpoznatelné podla
ich,metyla¢ného spravania” poc¢as mno-
hokrokovej karcinogenézy. Prvou skupi-
nou boli gény metylované v tkanive pro-
staty bez neoplastickych zmien (MDR1,
RARREST a RASSFT1; frekvencia metylacie
v normalnom tkanive prostaty > 60 %).
Druhu skupinu tvorili gény metylované
v skorom $tadiu neoplézie (APC, GSTPI,
PTGS2 a RARB — nepritomnost metylacie
v normalnom tkanive prostaty, ale pri-
tomnost metylacie v PIN a KP) a tretiu
gény metylované v pokrocilom stadiu
neopldzie (ASC, BCL2, RBP1 a THBST - vy-
skyt metylacie iba v KP). Po¢et metylo-
vanych génov u jedného pacienta ko-
reloval s vyskou hladiny PSA, GS a TNM
stadiom [63]. Prevedenim celogenémo-
vej analyzy bolo vybratych 62 kandi-
détnych génov, ktoré boli analyzované
v zamrazenych tkanivach nadoru pro-
staty pomocou microarryas. Metyla¢na
uroven troch markerovych kandidatov
GPR7, ABHD9 a exprimovanej sekvencie
tag na chromozéme ¢. 3 (CHr3-EST) bola
signifikantne zvy3ena u pacientov s PSA
pozitivnou rekurenciou, pricom najlep-
Sie predpovedali rekurentnost pri GS
6 alebo 7 [64].

QMSP analyzou bola porovnana frek-
vencia metylacie MCAM génu v pri-
marnom karcinéme, BHP a v PIN (80 %;
12,5% a 23 %), pricom bola dokazana
korelacia primarneho karcinému s GS
a pT Stddiom (pT3 + pT4). Vysoky stupen
promotorovej metylacie MCAM v pokro-
¢ilom karcindme prostaty zdéraznuje
jeho vyuzitie ako markera zavaznosti
nepriaznivej prognézy [65]. Analyza
prométorovej metyldcie proapopto-
tického génu HRK poukazala na jej spo-
jitost so stratou expresie HRK dokaza-
nej pomocou imunohistochémie, ktora
bola zase asociovana so zniZzenou apo-
ptézou v tumoroch s GS 5-GS 7 [66]. Po-
mocou MSP bola detekovana metylécia
CpG ostrovéekov promdtorovych ob-
lasti TGFBI v 82 % tkaniv s karcindomom
prostaty, ktord korelovala s redukova-
nou expresiou tohto génu v bunkovych
linidch tumoru prostaty. Autori tejto
Studie tvrdia, ze detekcia metylacie pro-
motora génu TGFBI u pacientov s karci-
némom prostaty moze byt pouzitd ako
potencidlny prognosticky marker pre in-
vazivitu a buduci vyvoj metastaz [67].

Najnovsia studia odhalila hypermetyla-
ciu promotorovej oblasti dalSieho génu
EphA7, kde bola porovnana jeho frek-
vencia metylacie v CaP, BHP a normal-
nom tkanive prostaty (41,7 %; 19,3%
a 0%), ktord korelovala s vyssim GS
(GS 7-GS 10) [68]. Pomocou QMSP bola
detekovana hypermetylacia ssDNA-vaz-
bového proteinu 2 (SSBP2) v 61,4 % pri-
marneho karcindmu prostaty, ktora
bola asociovana s vy$sim stadiom, pri-
¢om v BHP tato metylacia detekovana
nebola [69]. Zaroven bolo preukazané,
Ze demetylacny liek 5-aza-2'-deoxycyti-
din reaktivuje expresiu SSBP2 v bunko-
vych kultdrach a tato obnovena expre-
sia viedla ku inhibicii tvorby bunkovych
koldnii v teste na tvorbu kolénii (co-
lony formation assay — CFA) [69]. Dal-
Sia rozsiahla studia na 605 pacientoch
s karcinomom prostaty sa zaoberala ko-
reldciou biochemickej rekurencie a hy-
permetyldcie génov ABDH9, Chr3-EST,
GPR7, HIST2H2BF a PITX2 pomocou
QPCR, ktoré su signifikantne asociované
s biochemickou rekurenciou, pricom na-
jvyznamnejsiu korelaciu v QPCR vykazo-
val gén PITX2 [70].

Vyznam detekcie hypermetylacie
DNA v telovych tekutinach -
skriningovy potencial

Ako sme uz uviedli, studium hypermety-
lacie v tkanivach nadorov prostaty je su-
¢astou intenzivneho translacného vys-
kumu a uvazuje sa o nich ako o sfubnych
biomarkeroch ochorenia a prognostic-
kych faktoroch. Aj ked vyznam mnohych
novych poznatkov musi byt potvrdeny
v daldich $tudidch a vyznamnd je tu aj
uloha standardizacie metdd, tak zaujima-
vou sa v tejto suvislosti javi aj zodpoveda-
nie otazok, ¢i by detekcia hypermetylacie
urc¢itych génov v telesnych tekutinach,
ako napr. sedimentoch mocu a extracelu-
larnej DNA pritomnej v periférnej krvnej
plazme a sére, mohla posluzit ako novy
biomarker karcinému prostaty vhodny aj
pre skriningové vysetrenia.

Viaceré studie publikovali detekciu
hypermetylacie DNA v moci. Metylacia
GSPT1 v sére aj moci vykazuje velké roz-
diely v senzitivite, a sice medzi 32 a 72%
v plazme [71-74]. V mo¢i su rozdiely po-
dobné a hypermetylacia bola dokazana
vrozsahu 19 az 54 % [71,75]. Tieto diskre-
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pancie su vysledkom vyuzivania rozli¢-
nych metdd, ale aj désledkom spdsobu
tvorby pacientskych stborov. Ak boli pa-
cienti rozdeleni do skupiny s progresiou
ochorenia a bez nej, tak pacienti bez pro-
gresie mali nizsi vyskyt metylovanych
GSTP, RASF1 alpha, APC a RAR beta [76].
V pokrocilej chorobe sa detekénd schop-
nost metylovaného GSTP1 pohybovala
medzi 32% (73) az 70 % (77). Autori, ktori
tu sledovali ajiné hypermetylované gény,
dospeli k zdverom, Ze je potrebné opti-
malizovat urcity panel génov vhodny pre
detekciu nddoru prostaty a sledovanie
priebehu ochorenia v sérach. Najcastej-
Sie su testované okrem GSTP1 gény APC,
RAR beta, MDR1, PTSG2, ARF, p16, MGMT
a RASFF1 [73,74,76,78-81]. Studia zao-
berajuca sa moznostou vyuZzitia neinva-
zivneho skriningu KP pomocou QMSP
vo vzorkach mocu zistila, Ze detekcia hy-
permetyldcie minimalne jedného zo sty-
roch génov (GSTP1, ARF, P16, MGMT) by
teoreticky mohla byt schopna identi-
fikovat 87 % pacientov s karcinbmom
prostaty so 100% S3pecifickostou [81].
Autori su presvedceni, Zze vzorky mocu
moézu byt doplnkom k skriningu PSA.
Analyza metyla¢ného panelu 6smich
génov (MDR1, EDNRB, CD44, NEP, PTGS2,
RASSF1A, RARB a ESRT) detekovala v sére
pacientov s hormonalne nezavislym me-
tastatickym karcindmom prostaty hyper-
metylaciu génov MDRT (83,3 %), EDNRB
(509%), RARB (38,9%), GSTP1 (27,8 %)
a NEP alebo RASSF1A (16,7 %). Hyperme-
tyldcia CpG ostrovcekov v génoch CD44,
PTGS2 a ESR nebola pritomna vébec.
Podla nazoru tychto autorov méze byt
detekcia hypermetylacie CpG ostrovce-
kov definovaného panelu génov uzitoc-
nym biomarkerom pre muzov s hormo-
nalne nezévislym KP [78]. Minuloro¢nd
Studia zaoberajuca sa metylacnou analy-
zou viacerych génov (GSTP1, PTGS2, Re-
primo a TIG1) v bezbunkovom sére pa-
cientov s KP, BHP a zdravych jedincoy,
odhalila pomocou QMSP signifikantne
vyssiu hypermetylaciu promoétorovych
oblasti génov GSTPT a TIGT u pacientov
s KP, pricom hypermetylacia GSTP1 de-
tekovana v sére pacientov s KP bola sig-
nifikantne vyssia ako u pacientov s BPH
a $pecificita testu medzi tymito dvoma
skupinami bola 92 %, ale jej senziti-
vita iba 42-47 % [74]. Nedavno zverej-

nend multicentricka studia vyuzila multi-
plexnt QMSP na principe sond skorpion
na detekciu 3 epigenetickych marke-
rov — GSTP1, RARB a APC - z moca pacien-
tov s KP [80]. Kombinacia tychto troch
markerov, ktord vykazovala 55% citli-
vost a 80% Specificitu a bola realizovana
v 9 centrach, predstavuje prototyp klinic-
kého testu ako pomocku pre urolégov.

Vyuzitie detekcie hypermetylacie
v klinickej praxi
Vzhladom na dostupnost réznych metéd
na detekciu hypermetylacie prométorov
génov doslo v poslednom obdobi k vy-
znamnému narastu vedeckych publi-
kacii v tejto oblasti. Vysledkom tychto
analyz je narastajuce mnozstvo poznat-
kov o epigenetickych zmenach v nado-
roch prostaty, ale aj uvahy o klinickom
vyuziti tychto poznatkov. Pri karcinome
prostaty bolo detekovanych niekolko
sflubnych biomarkerov, ako GSTPT alebo
kombinacia GSTPT s APC a RARB. Nez
viak dojde k rutinnej aplikacii uvede-
nych markerov do klinickej praxe, su po-
trebné dalsie validacné prospektivne
studie. Mnohé daldie gény, ako PITX2,
MCAM, TGFBI, vykazuju asociaciu s pro-
gnostickymi faktormi pri KP. Ako sme
ukazali aj v nasej praci, jednym z hlav-
nych problémov je potreba Standardi-
zacie a zjednodusenia metéd a hodno-
tenie vysledkov v externych kontrolach
kvality. Podla nedavnej publikacie pra-
covnej skupiny Pathobiology pri EORTC
je bisulfidova sekvenacia povazovana za
optimalnu metddu na detekciu CpG me-
tylacie v novych génoch a pyrosekvena-
cia je povazovana za metddu volby pri
kvantifikacii rozsahu metylacie jednotli-
vych CpG dunukleotidov, QMSP je zase
povazovand za najsenzitivnejsiu me-
tédu na detekciu metylovanych alel pri
Standardizovanych postupoch [82]. Tito
autori vsak zaroven tvrdia, zZe zatial nie
je mozné jednoznacne povedat, ktord
z tychto metéd a ¢i vobec bude vyuzi-
vana na rutinnu klinickd aplikaciu [82].
Detekcia metylacie ako potencidlneho
biomarkera by mala byt testovana aj na
zaklade odporucania Early Detection Re-
search Network (EDRN) [83].

Stale viacej vedcov a lekarov si uvedo-
muje, Zze metyldcia DNA moze byt slub-
nym biomarkerom véasného zachytu

nadorového ochorenia ako aj prognos-
tickym a prediktivnym parametrom
a potencidlnym terapeutickym ciefom.
Z tohto pohladu su potrebné nielen re-
trospektivne analyzy, ale aj prospektivne
klinické 3tudie, ktoré sa budu sustre-
dovat na detekciu a validaciu novych
biomarkerov nadorovych ochoreni, vra-
tane prostatickych nadorov.
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