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Sledovani metylace DNA u karcinomu vaje¢niki pomoci
mikro¢€ipu.

Chmelarova M., Ruszova E.?, Laco J.3, Dvorakova E.%, Smetana J.%, Hrochova K.,
Palicka V.'

"Ustav Klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Krélové

20ddéleni lekarske genetiky, Fakultni nemocnice Hradec Kralové

SFingerlanddv ustav patologie, Fakultni nemocnice Hradec Kralové

‘Porodnicka a gynekologicka klinika, Fakultni nemocnice Hradec Kralové

SBabakova Myelomova skupina, Oddéleni patologickeé fyziologie Masarykova univerzita, [ ékarska fakulta

SOUHRN

Cil: Cilem této pilotni studie byl celogenomovy screening metylace DNA u pacientek s nadory ovarii. Sledovani metylace
bylo zaméreno jak do promotorovych oblasti vybranych gend, tak do ostriivkd bohatych na CpG.

Typ studie: Pilotni studie.

Material a metody: Do studie bylo zafazeno Sest vzork( ziskanych od pacientek s nové diagnostikovanym ovarialnim karci-
nomem a Sest vzork( nenadorovych ovarii. Vzorky byly analyzovany pomoci zakaznikem navrzenych metylac¢nich mikrocip(
zaloZzenych na metylované-DNA imunoprecipitaci.

Vysledky: Pomoci mikroCipC navrzenych ve spolupraci se specialisty firmy HPST se nam podarilo poukazat u nadorové tka-
né na tendenci k celkové hypometylaci DNA. Déle se nam podarilo ziskat soubor hypermetylovanych gend ke konfirmaénim
analyzam.

Zavér: Vizhledem k tomu, Ze zmény v metylaci DNA jsou jednim z prvnich projevi v préibéhu karcinogeneze, mohly by byt
nalezené zmény, v piipadé jejich prikazu v plazmé pacientek, v budoucnu vyuzity jako screeningové markery u rizikové
populace. Monitorovani metylace DNA by mohlo prispét ke zlepSeni pée o nemocné s ovarialnim karcinomem, véetné
mozné financni Uspory diky v€asné diagndze a pripadné predikci odpovedi na lIecbu.

Kilicova slova: karcinom vaje¢nikl, metylace DNA, mikrocipy.

SUMMARY

Chmelarova M., Ruszova E., Laco J., Dvorakova E., Smetana J., Hrochova K., Pali¢ka V.: Monitoring of DNA
methylation in ovarian cancer using microarrays.

Objective: The aim of this pilot study was whole-genome screening of DNA methylation in ovarian cancer patients. Monito-
ring of DNA methylation was focused on promoter regions and also on CpG islands.

Design: Pilot study

Material and methods: Our study included 6 samples obtained from patients with newly diagnosed ovarian cancer and 6
nonmalignant control samples of ovaries. All samples were analysed using a custom designed methylation microarrays
based on the methylated DNA immunoprecipitation.

Results: Using microarrays designed in collaboration with specialists of the HPST company we found in the tumor tissue
tendency to overall DNA hypomethylation. Furthermore we managed to get a set of hypermethylated genes for confirmation
analyses.

Conclusion: DNA methylation changes are considered to be a one of the first changes during carcinogenesis. Due to this
fact could be newly identified changes, in case of detection in plasma of ovarian cancer patient, used as screening markers
in risk population. Monitoring of DNA methylation could contribute to improve the care of ovarian cancer patients, including
possible financial saving due to early diagnosis and possible prediction of response to treatment.

Key words: ovarian cancer, DNA methylation, microarrays.

Uvod

Ovaridlni karcinom je celosvétové nejCastgjsi pri-
¢inou umrti pacientek s gynekologickymi zhoubnymi
nadory. Vzhledem k tomu, ze prozatim nemame k dis-
pozici zadnou efektivni metodu pro ¢asnou detekci,
ani neexistuje zadny idedlni marker pro zachyt nebo
screening [1], vétSina pacientek je diagnostikovana
az v pokrocilych stadiich nemoci a pétileté preziti je
niz8i nez 25 % [2]. Podobng, jako je tomu u ostatnich
nadorovych onemocnéni, dochazi i u ovaridlniho kar-
cinomu ve srovnani s normalni zdravou ovaridlni tkanf

k celkové hypometylaci heterochromatinu a k lokalni
hypermetylaci CpG ostrivkd [3,4]. Ztrata metylace je
zplsobena zejména hypometylaci opakujicich se sek-
venci DNA a demetylaci kddujicich regionl a intrond [5].
Hypermetylace CpG ostrlivk( v misté genového pro-
motoru je ¢astym mechanismem inaktivace ddlezitych
tumor supresorovych gend, DNA mismatch repair
genU a transkripénich faktord [3]. Nejzajimaveéjsi vyhlid-
ky pro onkology predstavuje potencidlni reverzibilita
epigenetickych zmén a vyuziti alteraci v metylaci DNA
k predikci senzitivity rliznych nadord k chemoterapii
a jejim jednotlivym moznostem. Vzhledem k tomu, ze
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zmeény v metylaci DNA se objevuii jako jedny z prvnich
alteraci v rozvoji karcinogeneze, mohlo by byt sledo-
vani metylacnich zmén v plazmé pacientek v budouc-
nu vyuzito k Casnému zéchytu ovarialniho karcinomu.
Zmény v metylaci DNA Ize sledovat pomoci riznych
molekularné biologickych metod [6]. Soucasny projekt
je zaméren na vyuziti celogenomového screeningu jak
promotorovych oblasti, tak ostrivkd bohatych na CpG,
a to metylacnimi mikroCipy zalozenymi na metylované
DNA imunoprecipitaci (MeDIP).

Mikrocipy jsou pouzivany jak k celkové analyze DNA,
tak k detekci metylace v promotorovych oblastech
gend. Principem mikrogipu je imobilizace fragmentl jed-
noviakné DNA na pozitivné nabité nylonové membrané
a hybridizace za vhodnych podminek. Hybridizaéni sig-
naly jsou nejCastéji detekovany chemiluminiscencné.
MikroCipy jsou komercné pripravované a poskytované
rlznymi firmami jako napriklad Agilent, lllumina, Nim-
bleGen a Affymetrix. DNA sondy, nebo prvky, které tvori
¢ip, jsou klicovym faktorem pfi vybéru nejvhodngjsi plat-
formy k feSeni dané otazky. Nékteré bioCipy jako napfi-
klad od firmy lllumina jsou navrhované pro analyzu DNA
po hydrogensificitanové modifikaci. Nékteré se hodi pro
analyzu po DNA restrikci a nékteré jako napriklad nami
vyuzivané microarrays od firmy Agilent jsou vhodné pro
analyzu imunoprecipitované DNA.

Material a metody

Do studie bylo zafazeno Sest tkarovych vzork{ zis-
kanych od pacientek s nové diagnostikovanym ovari-
alnim karcinomem ve veku 54-74 let (median 64 let)
a Sest vzork( nenadorovych ovarii, které byly ziskany od
pacientek IéCenych pro nemaligni diagndzu (jako napfr.
sestup délohy s adnexektomii) Ci z pitev provadénych
na Fingerlandové Ustavu patologie ve véku 42-66 let
(median 65 let). VSechny vzorky byly revidovany zku-
Senym patologem. Nadorové vzorky byly klasifikovany
dle WHO Klasifikace. Soubor zahmoval nizce a stred-
né diferencované adenokarcinomy v ¢asnych stadiich
(I-11). Histologicky se jednalo o tfi vzorky serézniho typu,
dva vzorky endometroidniho typu ajeden mucinézni
adenokarcinom. Studie byla schvalena Etickou komisi
Fakultni nemocnice Hradec Kraloveé.

DNA ze ziskanych vzorkd byla izolovana pomo-
ci QiaAMP DNA Blood Midi Kitu (Qiagen). Nasledna
fragmentace na LMW (Low Molecular Weight) DNA
byla provedena dsDNA Shearasou™ (Zymo Research)
a procisténa kolonkami Clean-up (ZymoResearch).
Vstupni mnozstvi pro MeDIP (Methylated-DNA Immu-
noprecipitation, Zymo Research) bylo stanoveno na
500 ng. Po obohaceni a ziskani hypermetylované frak-
ce DNA nasledovala dvoukolova WGA (Whole Genome
Amplification) (lllustra WGA2, Elizabeth Pharmacon),
jejimz ukolem bylo navysit mnozstvi DNA pro viastni
znaCeni (SureTag Complete Labeling kitem, Agilent),
tak abychom ziskali potfebné mnozstvi 2,5 pg znace-
né DNA po precisténi opét kolonkami Clean-up. Hyb-
ridizace na vlastni custom &ipy probihala 40 hodin pFi
67°C v hybridizacni picce Agilent.

Design Cipl (1x850K) spocival ve slouceni Ctyr
komercnich préb-skupin Agilent (014791, 015233,
014707, 014706 a obohaceni o kompletni monitor
gent CDH13, GATA4, HNF1B, HTRA1, NTRK1, APC,
MLH1, WIF1, THBS1, PAX5 a doplnéni o miRNA TSS
(Transcription Start Site)).

Arraye byly scanovany Agilent microarray HR scan-
nerem a vyextrahovany v softwaru Feature Extraction
v. 9.5.3.1. Primarni data (txt soubory) byla analyzova-
na v Agilent Genomic workbench software v. 6.5. Lite
Edition, CH3 modulu, za vyuziti vypodtu Z-score pro
metylaci a znazorméni klouzavého préiméru pomoct
trojuhelnikového vyhlazovaciho algoritmu zohlednuijici-
K &asteCnému vyhodnoceni dat byl také pouzit Gene-
Spring v. 13 software, Agilent.

Vysledky

Pomoci skel navrzenych ve spolupraci se specia-
listy firmy HPST jsme analyzovali metylaci DNA u Sesti
nadorovych a Sesti nenadorovych vzork{ ovarii. Poda-
filo se nam prokazat u nadorové tkane jiz drive pub-
likovanou [5] tendenci k celkové hypometylaci DNA
(obr. 1). Paradoxné k tomuto faktu je z obr. 2 patrné,
ze celkovy pocet statisticky vyznamné rozdilnych spo-
td je u nadorové skupiny z vétsi ¢asti v hypermetylo-
vané oblasti.
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Fig. 1. Distribution of DNA methylation in ovarian cancer samples and healthy ovarian samples.
Histogram of normalized intensity values was performed in GeneSpring v. 13 Agilent (for primary data normalization algorithm
Percentile shift was used and transformation of data was performed at a median baseline of analyzed samples)
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Entity List 1 : UP - FC
([methylated_cancer] vs
[methylated_healthy])
7166 entities

Entity List 2 : DOWN - FC
([methylated_cancer] vs
[methylated_healthy])
2258 entities

Fig. 2. Number of statistically important spots with hyper(hypo)methylation.

Light gray part of the diagram shows the number of spots with significantly increased methylation of tumor samples compared
with nonmalignant group (GeneSpring v.13, One-way ANOVA, p <0.05). Dark gray part of the diagram shows the number of
spots with significantly decreased methylation in tumor samples compared to nonmalignant group.

Daéle se nam podarilo ziskat soubor hypermetylova-
nych gent ke konfirma&nim analyzam, z toho v nasledu-
jici tabulce (Tabulka 1) je uvedeno zastoupeni nejCastéji
hypermetylovanych ¢lend vybranych funkénich rodin.

Table 1. Hypermethylated genes in ovarian cancer tissue

Gene

Cell adhesion molecules

- Cadherins PCDH?7, 10, 20,
CDH10, 13, 18, CDHF14
(FAT4), NCAM2

- Catenins

CTNNA2, CTNND2

CHD1, PCHD9, CHD9
FOXC2, FOXL1, FOXF1

Tumor suppressors

SPRY2
Potential prognostic SATB1
markers DIAPH2

WDR1, 7, 72

ZNF 658

SLITRK5
hsa-miR hsa-miR-2054
DNA reparation LMNB1, NBN
Autophagy TSHZ3, NOX4
Diskuse

Vzhledem k tomu, Ze ovaridlni karcinom patfi mezi
pricinu nejCastéjsiho umrti na gynekologické zhoubné
nadory a k onemocnéni se Sirokou variabilitou klinické
odpovedi, jsou intenzivné studovany predevsim mole-
kularné-biologické parametry doprovazejici toto one-
mocnéni. Ddraz je kladen na markery, které by mohly
byt pouzity pro screening a mohly presnéji urCit pro-
gndzu nebo predikovat odpoved na lecbu.

Pouze genetické alterace nejsou ovSem dostatec-
nym vysvetlenim vSech zmén doprovazejicich nadoro-
vou transformaci bunky, a to predevsim zmeén v expresi

jednotlivych gend. Proto je velké usili vénovano odha-
lovani faktor( lezicich mimo samotny sled nukleotidd.
V této praci jsme se zaméfili pravé na jednu z téchto
epigenetickych zmén, a to na celogenomoveé sledova-
ni metylace DNA.

Pro maligni transformaci je rozhodujici poskoze-
ni zejména tfi skupin gend — protoonkogendt, tumor
supresorovych gent a DNA reparac¢nich gent. Mutace
v onkogenech, které zpUsobuil jejich trvalou aktivaci,
nebo jejich zvy3ena exprese umoznuiji bunécné délen,
které se v postizené burice stava autonomnim déjem
[7]. Na akcelerované proliferaci nadorovych bunék se
podili i ztrata negativnich regulacnich signal bunééné-
ho déleni, které vyplyva z vyfazeni tumor supresorovych
gent mutacemi nebo hypermetylacemi jejich promoto-
rovych oblasti. Déle dochazi k porucham reparaénich
mechanismd, které dovoluji v postizené burice tolero-
vat vznik mutaci, které by za normélnich okolnosti vedly
k zéastavé bunécného cyklu nebo apoptdze [8].

V procesu nadorové transformace maji nezastu-
pitelnou roli rovnéz geny souvisgjici s mezibuné&nou
adhezi. Kadheriny tvofi skupinu transmembranovych
proteind podilejicich se na stavbé mezibunéénych spo-
ja. Jejich schopnost adheze (prilnuti) je podminéna pfi-
tomnosti vapenatych kationtd v okolnim prostredi [9].
Jiz vicekrat bylo uvedeno, ze nadorové bunky vykazuij
zmeény v sile adherence v porovnani s bunkami zdravy-
mi, u nadorovych bunék dochazi zejména k oslabeni
adheze [10]. Mezi Casto studované kadheriny v souvis-
losti s ovaridlnim nadorovym bujenim mizeme zaradit
zejména H-kadherin (kadherin 13) kédovany genem
CDH13 [11,12] a E-kadherin kédovany genem CDH1
[13,14]. Metylace rodiny protokadherind (podskupina
rodiny kadherin() byla jiz dfive popsana u nador( tra-
viciho traktu [15,16], mo&ového méchyre [17] prostaty
[18] a nemalobunééného karcinomu plic [19]. Nadory
vajecnik( v souvislosti s metylaci protokadherin pro-
zatim studovany nebyly. NaSe prace ukazuje na pro-
tokadheriny PCDH7, 10, 20 jako potencialné vhodné
cile pro sledovani metylace u ovarialniho karcinomu.
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NasSe vysledky timto potvrzuii, ze oslabeni mezibunéc-
né komunikace hraje kliCovou roli v naruseni bunécné
homeostazy [10].

Kadheriny reguluji B-kateninovou bunécnou signaliza-
ci a spole¢né tak inhibuji mitogenni signaly [20]. Samot-
né kateniny pak predstavuiji bunéné proteiny podilejici
se na vazbé kadherin( a cytoskeletu, rovnéz plsobi jako
transkripCnifaktory a majivyznam v ontogenezi. Studium
katenin( v souvislosti s nadorovym bujenim je z pohledu
molekulami biologie v souCasné dobé zaméreno zejmé-
na na analyzu potencidlnich mutaci [21], polymorfismd
[22] a jejich exprese [23]. V budoucnu bude nutné zame-
fit se na studium regulace protein kédovanych témito
geny i z hlediska epigenetického. NaSe prace upozormiu-
je na CTNNA2 a CTNND2 jako potencialné vhodné cile
pro sledovani metylace u ovarialiniho karcinomu.

Neopomenutelnou roli v prébéhu nadorového buje-
ni hraje také autofagie [24]. Autofagie, do niz jsou zapo-
jeny mimo jiné geny TSHZ3, NOX4, je jednim z mecha-
nismd udrZzeni bunééné homeostazy. V nejobecngjsim
slova smyslu se jedna o lysozomalni rozklad protei-
nd. Autofagie ma vyznamnou roli pfi regulaci embry-
onalniho a postnatalniho vyvoje. Vyznamu autofagie
u patologickych stavl se v posledni dobé vénuje fada
védeckych tymd. S autofagozomalnimi procesy se pojf
etiopatogeneze fady nervovych, myodegenerativnich
a infek&nich chorob. Dosavadni publikované vysledky
jsou hodné daleko od FeSeni, pro¢ v dané fazi nadoro-
vého bujeni se chova autofagie jako tumorovy supresor
cestou aktivace imunitni odpovedi nebo jako tumorovy
promotor [25]. Je zfejmé, Ze studium molekularné-bio-
logickych parametrd, véetné metylace DNA bude mit
v budoucnu nezastupitelnou roli.

Pro onkology jsou u nadorovych onemocnéni velice
dulezité prognostické faktory, mezi néz mdzeme zaradit
i metylace specifickych mist v DNA sekvenci. Prognos-
tické markery predstavuji ukazatele, diky nimz bude
mozné odhadnout dalsi prébéh onemocnéni. Jedna se
tedy o velice dulezity zdroj informaci, na kterém zavi-
si napriklad strategie 1éCby. NaSe prace poukazuje na
nékolik kandidatnich gend -SATB1, DIAPH2, WDR1,
7, 72, ZNF 658, SLITRKS5, které by v budoucnu mohly
slouzit jako vhodné prognostické markery.

Vzhledem kvelké financni naroCnosti a nizkému
poctu analyzovanych vzorkd planujeme v budoucnu
potvrdit hypermetylaci vybranych gen pomoci citlivej-
Sich semi-kvantitativnich metod (napf. MS-q real-time
PCR, pomoci MethylLight sond) na vetsi skupiné paci-
entek.

V pfipadé potvrzeni vyznamu metylace vybranych
genl u nadorové skupiny vzorklh mizeme uvazovat
o dalsim vyuziti nalezenych alteraci s moznym realnym
dopadem v praxi, zejména v asné diagnostice ovarial-
niho karcinomu, pfipadné predikci odpovedi na lécbu.

Zavér
Vzhledem k tomu, ze zmény v metylaci DNA jsou

jednim z prvnich projevi v pribéhu karcinogeneze,
mohly by byt nalezené zmény, v pripadé jejich prikazu

v plazmé pacientek, v budoucnu vyuzity jako screenin-
goveé markery u rizikové populace.

Monitorovani metylace DNA by také mohlo prispét
ke zlep3eni péce o nemocné s ovaridlnim karcinomem,
vCetné mozné finanéni Uspory diky vCasné diagndze
a pfipadné predikci odpovedi na IéCbu.
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