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ANOTACE

Cilem této diplomové prace je nalezeni potencialnich diagnostickych a prognostickych
markerti pro karcinom d¢lozniho ¢ipku zalozeny na analyze metylace DNA s moznosti
vySetfovat je za pouziti neinvazivnich metod. Teoretickd ¢ast prace predstavuje problematiku
karcinomu délozniho cipku. Nasleduje shrnuti jednotlivych epigenetickych mechanismi
s podrobngjsim popisem metylace DNA a jejiho vyznamu v karcinogenezi. Na konci této ¢asti
je zminén piehled molekularnich a epigenetickych biomarkert pro karcinom délozniho ¢ipku.

V experimentélni &asti, kterd probihala v Ustavu klinické biochemie a diagnostiky ve
Fakultni nemocnici v Hradci Krélové, jsme si nejprve navrhli primery pro geny zvolené na
zéklad¢ literarni reSerSe. Optimalizovali jsme metody kvantitativni PCR (qPCR) a metylacné-
specifickou analyzu kiivek tani s vysokym rozliSenim (MS-HRM), které jsme pouzili pro
posouzeni rozsahu metylace vybranych genti u naSich vzorkt. Jednalo se o vzorky odebrané z
délozniho ¢ipku s nadorovym bujenim a nenddorové kontrolni vzorky bez diagnozy
nadorovéeho bujenti.

V zéavéru prace je na zéklad¢ statistické analyzy dat uvedena korelace vybranych gent

se zaznamenanymi klinicko-patologickymi charakteristikami karcinomu délozniho ¢ipku.

KLIiCOVA SLOVA

epigenetika, DNA metylace, karcinom délozniho ¢ipku, biomarkery



TITLE

Monitoring of changes in DNA methylation as prognostic biomarkers in cervical cancer

ANNOTATION

The diploma thesis is devoted to finding potential diagnostic and prognostic markers
for cervical cancer, which would be based on DNA methylation analysis and could be
investigated using non-invasive methods. The experimental part of the diploma thesis took
place at the Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics in Hradec Kralové.

The theoretical part of the work presents the topic of cervical cancer. The following is
an introduction to individual epigenetic mechanisms with a more detailed description of DNA
methylation and its importance in carcinogenesis. An overview of molecular and epigenetic
biomarkers for cervical cancer is mentioned at the end of this section.

In the experimental part, we designed primers for genes selected based on a literature
search. We optimized quantitative PCR (qPCR) methods and high-resolution methylation-
specific melting curve (MS-HRM) analysis, which we used to determine the extent of
methylation of selected genes in our samples. These samples were taken from the cervix with
tumor growth and non-tumor control samples without a malignant diagnosis.

At the end of the work, the correlation of selected genes with the recorded

clinicopathological characteristics of cervical cancer is presented.

KEYWORDS

epigenetics, DNA methylation, cervical cancer, biomarkers
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UvVOD

Karcinom dé¢lozniho ¢ipku je jednim z nejcastéjSich typi zhoubnych nédorG u Zen na
celém svéts. V Ceské republice téméf kazdy den na toto onemocnéni zemie jedna Zena.
Hlavnim rizikovym faktorem pro rozvoj premalignich (pfednadorovych) 1ézi a karcinomu
délozniho ¢ipku je vysoce rizikova HPV infekce. Karcinomy v ¢asném stadiu a pfednadorové
bunécné zmény se obvykle neprojevuji specifickymi symptomy, a pokud nejsou maligni
buniky zachyceny vcas, postupné prorustaji do okolnich tkani a mohou se Sifit do dalSich
oblasti téla. Na rozdil od vétSiny jinych nadorovych onemocnéni méme u karcinomu
délozniho ¢ipku vyjimecnou moznost piedejit jeho vzniku. Pravdépodobnost jeho vyskytu 1ze
snizit pravidelnymi gynekologickymi prohlidkami a pomoci o¢kovacich vakcin. V ptipadé
vysoké proockovanosti celé populace by toto zhoubné onemocnéni mohlo 1 Uplné vymizet.
Infekce HPV v3ak neni jedinym rizikovym faktorem.

Dftive se predpokladalo, Ze kli¢ovou roli ve vyvoji malignit délozniho ¢ipku hraje pouze
genetickd mutace. Nedavné pokroky v biologii tohoto onemocnéni vSak odhalily, ze
epigenetické zmény jsou bézné v karcinogenezi a metastazach délozniho Cipku. Na rozdil od
genetickych zmén, epigenetické zmény jsou potencidlné reverzibilni. V tomto smyslu je
dualezita jejich charakterizace, protoZze maji nejen potencidlni vyuziti jako biomarkery, ale také
by mohly prfedstavovat nové terapeutické cile pro 1é€bu malignit délozniho Cipku. Piedevsim
metylace DNA je typem epigenetické modifikace, kterd je v souCasnosti rozsahle studovana.
Reguluje expresi genti beze zmény sekvence DNA a je nezbytnd pro progresi karcinomu
dé¢lozniho hrdla v patogenezi a zaroven odrazi prognozu a terapeutickou citlivost v klinické
praxi. Pfestoze chapani karcinogeneze délozniho Cipku se v poslednich desetiletich zvysuje,
epigenetické modifikace a jejich ptispévek k rozvoji tohoto onemocnéni zlstavaji velkou
neznamou.

V této diplomové préci jsme se proto zaméfili na nalezeni potencidlné diagnostickych a
prognostickych markert pro karcinom délozniho &ipku, které jsou zaloZeny na analyze

metylace DNA a mohly by se vySetfovat za pouziti neinvazivnich metod.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Délozni ¢ipek

D¢lozni ¢ipek (cervix) je tzky, tubuldrni utvar tvotici prichod mezi délohou a pochvou
(Obr. 1). Vnitfek d&lozniho ¢ipku je vystlan sliznici. Zlazy ve sliznici produkuji cervikalni
hlen, ktery ma imunitni funkci a chrani délohu pied prinikem necistot a patogent z pochvy.
Z tyziologického hlediska je velmi vyznamny pfi reprodukci a poceti. V zavislosti na fazi
zenského menstruacniho cyklu produkuje hlen rizné konzistence, aby usnadnil nebo
znemoznil vstup spermii do dé€lohy. V téhotenstvi si zachovava stale stejny tvar, ktery je
prodlouZeny, tvrdy a uzavieny. S bliZicim se porodem prochézi rychlymi zménami. Postupné

se zkracuje, otvird a mékne, coz umozni pruchod plodu porodnim kanalem [1-3].

Uterus (déloha)
Vejcovody
(tuba uterina)

Endometrium
(vystelka dutiny déloZni)

CTA,

Cervix
(Cipek délozni
- hrdlo délozni)

Myometrium (svalovina délohy)

Qvarium

Vnitfni a zevni branka (vajecnik)

hrdla délozniho

Siroké ligamentum

Vagina (pochva) (zévésny aparat)

Obrazek 1: Zenské pohlavni Gstroji [4]

Délozni ¢ipek se déli na anatomicky definované oddily (Obr. 2).:

a) Ektocervix je =zevni ¢éast hrdla dé€lozniho vyklenutd do pochvy aje
pokryta nerohovéjicim vrstvenym dlazdicovym epitelem.

b) Endocervix je slizni¢ni ¢ast hrdla d€loZzniho, kterd je nasmérovana dovniti do délozni
dutiny. Je pokryta jednoduchym zldzovym epitelem.

c) Endocervikalni kanal je lumen, kterym cervix spojuje délozni dutinu s vaginou.
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d) Skvamokolumnarni junkce (SCJ)je mistem styku ektocervikdlniho a
endocervikdlniho epitelu. Junkce obsahuje okamzity ptfechod vrstveného
nerohovéjiciho epitelu v jednoduchy cylindricky epitel.

e) Transformacni zona (TZ) zahrnuje oblast metaplastickych zmén na cervixu mezi
puvodni a aktudlni skvamokolumnarni junkci. Vice nez 90 % karcinomt délozniho

¢ipku se vyviji pfevazné v transformacni zoné [1,5,6].

Do déloZniho téla

_ Endocervikalni
kanal

Transformacni
zona

Ectocervix

Zevni Gsti do
vaginy

Obrazek 2: Histologicky fez d€loZznim hrdlem s jednotlivymi anatomickymi oddily [upraveno
dle 6]
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1.2 Karcinom délozniho ¢ipku

Malignity délozniho ¢ipku jsou celosvétové Ctvrtou nejcastéjsi formou onkologického
onemocnéni vyskytujici se u Zen. Jednd se o zhoubné nadorové onemocnéni, kdy se
povrchové buiky délozniho ¢ipku za¢nou nekontrolovatelné mnozit [7].

Ptevazna vétsina piipadi karcinomu délozniho ¢ipku (99 %) je spojena s infekei vysoce
rizikovymi lidskymi papilomaviry (HPV), coz je bézny virus pienaseny pohlavnim stykem
[8].

Rozvoji karcinomu dé€loZniho ¢ipku piedchazeji prekancerdzni (pfednadorové) zmény
v déloznim ¢ipku, pii kterych dochazi k epitelidlnim zménam bunék (Obr. 3). Prekancerdzni
léze se oznacuji jako skvamoézni intraepitelidlni 1éze (SIL) nebo cervikdlni intraepitelidlni
novotvar (CIN). CIN je kategorizovan do tfi hlavnich kategorii, a to CIN1 (mirné dysplazie),
CIN2 (stfedni dysplazie) a CIN3 (t€zka dysplazie). CIN1 a CIN2 maji vétsi pravdépodobnost
regrese nez progrese. Jejich progrese z mirné do tézké dysplazie se pohybuje okolo 1
%. CIN2 a CIN3 vyssiho stupné s vetsi pravdépodobnosti progreduji do invazivnich
karcinomt, pticemz CIN3 vykazuje miru progrese 31,1 % [9].

Histologicka klasifikace nadorti je zavazna avychéazi zposledni platné TNM
klasifikace (8. vydani) nadort zenského genitalu. Na zéklad¢ histologickych znaki 1ze vétSinu
invazivnich karcinoma d€lozniho Cipku klasifikovat podle histologickych abnormalit, jako
spinocelularni karcinom (SCC), adenokarcinom (ADC) nebo adenoskvamoézni karcinom
(ASC) [10]. SCC ptedstavuje 70 % vSech diagnostikovanych nadort, zatimco AC predstavuje
18 % ptipadi karcinomu délozniho ¢ipku. Ostatni histologické typy jsou raritni. SCC se
vyviji v transformacni zon€, ktera se nachazi mezi cervikalnimi sloupcovymi a skvamoéznimi
bunkami, a migruje do distalniho endocervikalniho kanalu z exocervixu s vékem podminénou
progresi. Adenokarcinom se vyviji v endocervixovych slizovych zldzach. Karcinom
délozniho ¢ipku v rdmci neuroendokrinniho systému je vzdcny, agresivni a Casto chybné
diagnostikovany. Cervikalni melanomy jsou disledkem migrace metastdzovanych 1¢ézi z
jakékoli jiné ¢asti téla vSech vnimavych Zen, zatimco cervikdlni adenoidni cystické karcinomy
jsou vétSinou pfitomny u starSich Zen v ¢asnych stadiich diagnézy. Cervikalni lymfom je dalsi
vzéacny typ karcinomu délozniho ¢ipku, ktery se vyskytuje v lymfatickych uzlinach v oblasti
délozniho hrdla [9].

VétSina infekei HPV je asymptomatickd a imunitni systém je béhem jednoho roku
odstrani. AZ u 10 % Zen vSak miZe infekce pretrvavat a u velmi malého poctu Zen mizZe
perzistujici infekce onkogennim HPV nakonec vést k rakoviné déloZzniho ¢ipku. Nejcastéjsi

symptomy zahrnuji vaginalni krvaceni a panevni bolest [7,11].
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Zavaznost a misto infekce oznacuji riznd stddia karcinomu délozniho ¢ipku. Pocate¢ni
stadium, stddium O neboli cervikalni karcinom in situ, se vyskytuje v horni vrstvé bunék
délozniho cipku. Ackoli se u rakoviny délozniho Cipku stadia 0 mohou vyvinout malignity,
pokud se neléci, neni povazovéana za nador. Stadium 1 je omezeno pouze na délozni hrdlo a je
rozdéleno do dvou skupin, stddium 1A (5—7 mm) a 1B (>7 mm) s ohledem na velikost
maligni tkan¢. Malignita postupuje od stadia 1 do 2, kdy se zacne §ifit z délozniho ¢ipku do
horni ¢asti pochvy.

Podobné jako stadium 1 je stddium 2 rozdéleno do dvou kategorii, a to na stddium 2A
karcinomu dé€lozniho Cipku, které se $ifi asi do dvou tietin pochvy, a staddium 2B, které
postupuje v pochvé do okolnich tkani délohy. Karcinom délozniho ¢ipku stadia 3A se Siii do
dolni pochvy a okolnich lymfatickych uzlin a nasleduje staddium 3B, kdy se rakovina
délozniho Cipku $§ifi do panevni stény. V této fazi naddor svou velikosti blokuje uretery, coz
kdy méa rakovina potencial rozsifit se do kone¢niku, mocového méchyie, sttevniho traktu a
plic [1,9].

Utinna prevence spociva predevsim v pravidelnych gynekologickych prohlidkach,
jejichz soucasti je screening karcinomu délozniho hrdla. VEasny zachyt prekancerdznich stava

zvysuje uspésnost 1écby [1,12].

A

Obrazek 3: A. Skvamokolumnarni junkce B. Cervikalni intraepitelidlni neoplazie, dle
rozsahu postiZeni epitelu [upraveno dle 13]
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1.2.1 Epidemiologie

Navzdory ucinnym screeningovym metoddm je karcinom dé€lozniho c¢ipku nadale
hlavnim problémem vefejného zdravi. Pfedchazi ji pouze rakovina prsu, jako nejcastéjsi
pri¢ina umrti na rakovinu u Zen na celém svété [14,15].

Na celém svété je kazdy rok diagnostikovano vice nez 500 000 novych piipada
karcinomu délozniho ¢ipku, 250 000 Zen na tuto diagnoézu ro¢né umira. Vétsinou v dusledku
pozdni diagnozy onemocnéni a nedtisledné prevence [3,16].

V Evropské unii pak jde o 34 000 novych ptipadi rocné a umira vice nez 16 000 Zen.
Jednotlivé zem¢ EU se v poctech zemielych dosti odliSuji. Nejvyssi mortalita je evidovana v
zemich, jako jsou Rumunsko nebo Litva (13,7/100 000 a 10/100 000). Naopak nejnizsi je
zaznamenavana ve Finsku (1,1/100 000) [16,17].

V mezinarodnim srovnani Ceska republika obsazuje nelichotivé 11. misto v ramci EU
(Obr. 4) [16, 18]. Rocné je diagnostikovano ptiblizné 850-900 Zen s timto onemocnénim.
Incidence (pocet novych onemocnéni na 100 000 zen za jeden rok) v roce 2018 dosahovala
hodnoty 9/100 000 Zen (Obr. 5) [16,19].

Vétsina pripadt se vyskytuje u zen ve véku 30 a 40 let, coz je vek, ve kterém zeny
Casto zakladaji rodiny a zajistuji finan¢ni stabilitu. Kromé rizika tmrti je karcinom délozniho
¢ipku spojen se zvysSenou morbiditou, véetné krvaceni, bolesti a selhani ledvin, které jsou

obtizné léCitelné, zejména v komunitach se Spatnym pristupem ke zdravotni péci [14].

C53 - Hrdlo déloZni - cervicis uteri, Zeny

srovnini incidence v CR s ostatnimi zemémi Ewropu, ASR - svétowd standard

Rumunsko

Makedonie

Bulharsko

Litva

Srbsko

Moldavskd republika
Madarsko

Ukrajina

Slovensko

Estonsko _—

Ceskd republika
Ruskd federace

_Bélorusku
Cernd Hora
Lotygsko
1 12 14 16 18 20 22 24
Pofadi Ceskd republiky: 11 http:/ Awww . svod ..cz Zdroj dat: GLOBOCAN 2008

Obrazek 4: Srovnani incidence karcinomu délozniho ¢ipku v CR s ostatnimi zemémi Evropy
[20]
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Obrizek 5: Incidence a mortalita karcinomu délozniho &ipku v Ceské republice: pfepoéty na
100 000 zen [20]

1.2.2 Etiopatogeneze — HPV infekce
Hlavnim etiopatogenetickym ¢Cinitelem karcinomu délozniho ¢ipku je infekce
zpusobena onkogennim typem lidského papilomaviru (HPV — human papilloma virus) [10].
HPV je DNA virus s kruhovym genomem o velikosti ptiblizn¢ 8000 bp (Obr. 6), ktery
obsahuje Casnou oblast kddujici rané virové proteiny E6, E7, E8, E1, E2, E4 a E5 a oblast
kodujici proteiny L1 a L2, které jsou soucasti virové kapsidy. Dlouha kontrolni oblast (LCR)
je nekodujici oblast zapojend do virové replikace a transkripce. Exprese virovych proteint je
spojena s programem bunécné diferenciace, a proto jsou tyto proteiny odlisné exprimovany ve
vrstvach cervikalniho epitelu. Proteiny, které jsou nejprve exprimovany, jsou E1 a E2, které
reguluji virovou replikaci a transkripci. Pro stabilni vazbu E1 helikazy na misto LCR je nutna
tvorba komplexu E1-E2. E2 je transkrip¢ni regulator ¢asné exprimovanych HPV genii; kdyz
se E2 vaZe na Ctyfi E2-vazebné domény v LCR, fidi transkripéni hladiny E6 a E7 virovych
onkogenli. Krok transformace neni béznym vyskytem infekce HPV a pouze maly pocet
cervikalnich 1ézi infikovanych vysoce rizikovymi typy HPV se vyvine v karcinom délozniho
¢ipku. Nékdy se z dosud neznamych diivodi genom HPV nahodné integruje do hostitelské
DNA. Béhem tohoto procesu se HPV DNA c¢asto zlomi v jakékoli poloze v oblasti E1-E2. Pti
ztraté E2 se E6 a E7 aktivné exprimuji, coZ podporuje cervikalni transformaci.
Podle onkogenniho potencialu jsou HPV ¢lenény na vysoce rizikové (HR-HPV) nebo
nizko rizikové (LR-HPV), pfi¢emz prvni typ je spojen s anogenitalni rakovinou a druhy typ s

genitalnimi bradavicemi nebo epitelidlnimi 1ézemi [21].
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Obrazek 6: Schématické zobrazeni polohy jednotlivych genti v ramci kruhového genomu
HPV 16

E1 — protein pocatku virové replikace, E2 — protein regulatoru transkripce, viru, E4 - protein
uvolnéni infekénich virionti do okoli, ES - onkogen riistového faktoru, ochrana proti
cytotoxickym T lymfocytim, E6 - inaktivuje ochrance bunécné integrity, bunécny protein p53
a aktivuje telomerazu, E7 - imortalizuje bunku, L1 - hlavni strukturdlni protein vystavby

virového obalu, L2 - protein zabaleni virové DNA do virionu [22]

Vysoce rizikové HPV vyvolavaji pfedevSim prechodné infekce, avSak s vétsi
pravdépodobnosti persistence. Za spolecného pusobeni s dalsimi rizikovymi faktory se mohou
integrovat do hostitelské DNA, a pokud nedojde k véasnému oSetieni, mohou se vyvinout v
karcinom [23]. Mezi vysoce rizikové typy patii HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
68 a 59. Nejvyssi riziko maligni transformace bunék délozniho ¢ipku predstavuji predevsim
HPV typy 16 a 18, které zptisobuji asi 70 % vSech invazivnich karcinomii déloZniho ¢ipku na
svete [14].

Nizce rizikové HPV jsou sdruzeny s kondylomy (genitdlnimi bradavicemi) a jde
nejCastéji pouze o prechodnou infekci. Imunitni systém se vétSinou s touto infekci dokéaze
vyrovnat apoptozou infikovanych bunék a naslednou regeneraci dlazdicového epitelu [24].

Prekancer6zni zmény nebo velmi casné stddium onemocnéni jsou obvykle
asymptomatické a jsou detekovany na stéru z délozniho cipku. Symptomy se obvykle
objevuji, kdyz nador zplsobuje spontanni nebo kontaktni krvaceni ¢i bolest, pokud jsou
postizeny lymfatické uzliny. Mezi dalsi pfiznaky patii pachnouci vaginalni vytok nebo bolesti

zad [25].
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Rizikové faktory pro HPV a karcinom dé¢lozniho ¢ipku zahrnuji vEk pii prvnim styku,
vice sexudlnich partner, koufeni, herpes simplex, HIV, koinfekci s jinymi genitadlnimi
infekcemi a uzivani peroralni antikoncepce. HPV se pfenasi kontaktem ktze na ktzi, véetné
pohlavniho styku, kontaktu ruky s pohlavnim organem a oralniho sexu [3].

Imunitni odpoveéd’ hraje dulezitou roli pii odstranovani HPV infekci. VétSina HPV
infekei je diky pfirozenym imunitnim mechanismim b&hem 1 az 2 let potlacena. Bohuzel
nckteré infekce nelze eliminovat a pretrvavaji nékolik let a stdvaji se dal$Sim rizikovym
faktorem. Ptiblizn€ v 10 % dochazi k perzistenci infekce, kterd se nakonec miize vyvinout v

premaligni 1éze délozniho Cipku a invazivni karcinom délozniho ¢ipku [10,14,25].

1.2.3 Screening a diagnostika

Zakladnim ptedpokladem pro tspéSnou lé€bu nddorového onemocnéni délozniho ¢ipku
je v€asna diagnodza. Rané stadium karcinomu déloZniho ¢ipku nezplisobuje Zadné klinické
pfiznaky, prekancer6zni stddia jsou vSak zjistitelna screeningem [26]. Terminem
,onkologicky screening® definujeme celkové vykony provadéné k detekci ¢asného nastupu
nadortt [27]. V soucasné dobé existuji dva typy testll pro screening karcinomu délozniho
¢ipku Pap test (Papanicolaoiv test) a HPV test [28]. Pokud je vysledek téchto testl

abnormalni pfistupuje se k provedeni dalSich diagnostickych testti [26].

Pap test je obvykle prvnim krokem k urceni zdravi déloZniho ¢ipku a Casto se provadi
jako soucast rutinniho screeningu. Jeho pravidelné provedeni snizuje vyskyt karcinomu
délozniho ¢ipku a mortalitu nejméné o 80 %. Provadi se pouzitim StéteCku nebo Spachtle k
jemnému seskrabnuti bunééného materialu ze skvamokolumnarniho spojeni délozniho ¢ipku.
Vzorek se nanese na podlozni sklicko o rozmérech cca 25 mm x 50 mm. Buiiky jsou fixovany

v methanolu, obarveny a vizualn¢ zkoumany pod mikroskopem [26,29] .

Zeny sabnormalni cytologii by mély byt dale testovany kolposkopii a
biopsii. Kolposkop je binokuldrni mikroskop, ktery umoznuje vizualni kontrolu délozniho
¢ipku. Abnormality nalezené kolposkopii mohou byt odebrany biopsii pro dalsi klasifikaci.
Biopsie zahrnuje vyfiznuti vzorku tkané z délozniho Cipku, ktery je nasledné patologem
zkouman pod mikroskopem [30].

V ptipadé¢ pozitivniho nalezu Pap testu, 1ze provést i laboratorni HPV test. PouZiva se
k vySetfeni pfitomnosti DNA nebo RNA vysoce rizikovych typid HPV v cervikalnim
stéru. Tento test lze provést soucasné ze vzorku bunck odebranych béhem Pap testu [26].

Zakladni nevyhodou metod detekce HPV DNA v klinické praxi je jejich nizka
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specificita. Infekce HPV jsou totiz obvykle pirechodné a vétSina z nich nezplsobuje zadné
vazné nasledky. Pouze mala ¢ast infekci HPV iniciuje onkogenni proces, ktery nakonec vede
k rozvoji prekancer6z a vzniku malignit [31] .

Dulezité je si uvédomit, ze nekteré karcinomy délozniho ¢ipku nemaji prekancerdzni
stadium, a proto je nelze detekovat screeningem délozniho hrdla. Obvykle se jedna o vzacné,

ale agresivni rakoviny, jako je neuroendokrinni karcinom [11].

1.2.4 TMN Klasifikace a FIGO Kklasifikace

Stanoveni klinického stddia nadoru tzv. staging je dulezit¢é pro poskytnuti co
nejpresnéjSiho odhadu prognoézy a volbu optimalni 1€cby. Stagingové systémy umoziuji
srovnani vysledkll 1é€by napfi¢ zemémi a kontinenty. Obecné se klinicky staging rakoviny
urcuje na zaklad¢ fyzikalniho vySetfeni, zobrazovacich metod a biopsii postizené oblasti. To
umoznuje kompletni posouzeni lokalizace primarniho nadoru, v€etné jeho velikosti a rozsahu,
postizeni lymfatickych uzlin a hodnoceni vzdalené¢ metastatického onemocnéni [32,33].
Staging rakoviny délozniho ¢ipku muze byt klasifikovan podle systému TNM nebo FIGO.
V Ceské republice se pouziva kombinace obou téchto klasifikacnich systémi.

TNM systém pro klasifikaci zhoubnych nadora byl vyvinut ve Francii ve 40. letech
Pierrem Denoixem a stal se uznavanym zakladem pro stanoveni stagingu rakoviny. Kategorie
(T) popisuje rozsah primarniho nadoru. Posuzuje velikost, hloubku invaze nebo invazi
prilehlych struktur. Kategorie (N) oznacuje nepfitomnost nebo rozsah metastaz v
lymfatickych uzlinach a kategorie (M) vyjadfuje nepfitomnost, resp. pritomnost vzdalenych
metastaz. Z hodnot T, N a M je nasledn¢ urceno tzv. klinické stadium onemocnéni. Klinické
stadium (cTNM) je stanoveno pied zahajenim terapie a je urceno na zakladé klinického
vySetieni. Zahrnuje fyzikalni vySetfeni 1ékafem, laboratornimi nalezy a zobrazovaci vySetieni.
Po chirurgickém a histologickém vySetfeni tkan¢ se hodnoti patologické klasifikace TNM
(pTNM). ¢cTNM fidi ptistup k vySetfovani a 1écbé€, zatimco pTNM fidi pouziti adjuvantnich
terapii. Ob¢ klasifikace udavaji prognoézu nemoci [34,35,36].

Onemocnéni se rozdéluje do 4 stadii (I az IV), rozdéleni je specifické pro kazdy typ
nadoru. V nékterych piipadech jsou pro ureni stadia vedle hodnot T, N a M hodnoceny 1
rizikové faktory. Stadium 4 zpravidla znamena ptitomnost vzdalenych metastdz. Shrnuti stadii
je uvedeno v tabulce (Tab. 1) [37].

Druhym systémem pouzivanym k hodnoceni stadia karcinomu délozniho ¢ipku je
systtm FIGO, vyvinuty Mezinarodni federaci porodnictvi a gynegologie (Federation

Internationale de Gynecologie et d'Obstetrique). Tento systém je zaloZeny na posuzovani
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velikosti nddoru a rozsahu Sifeni nemoci do panevni oblasti a vzdalenych organt.
Posuzuje klinické stddium, které zévisi na vysledcich fyzikalniho vySetfeni, biopsii,
zobrazovacich metodach a nékolika dalSich testech (napf. cystoskopie a proktoskopie). Dale
se urCuje patologické stadium, které vychazi z nalezu pii operaci, ale neméni klinické stadium
pacienta. Lécebny plan je zalozen na klinickém stadiu [38,39].

Stagingovy systém FIGO popisuje Ctyii progresivné pokrocilejsi stadia karcinomu
délozniho ¢ipku, od stadia I do stadia IV. Shrnuti fazi a dil¢ich fazi FIGO je uvedeno v
tabulce (Tab. 1) [38].

Tabulka 1: Karcinom délozniho ¢ipku - klasifikace TNM (8. vydani, 2017) a FIGO (revize
2018) [40]

TNM, FIGO stadium Rozsah onemocnéni
kategorie
T1 | nddor omezen na délohu
Tla 1A preklinicky nador — patrny pouze mikroskopicky
Tlal 1A1 vertikalni rozmér < 3 mm, horizontalni <7 mm
Tla2 1A2 vertikalni rozmér < 5 mm, horizontalni <7 mm
T1b IB klinicky patrny nador
T1bl IB1 nejveétsi rozmér nadoru < 4 cm
T1b2 1B2 nejvetsi rozmer nddoru >4 cm
T2 11 Sifeni do prox. 2/3 pochvy nebo do ¢asti parametrii
T2a 1A §ifeni do proximalnich 2/3 pochvy
T2al A1 nejvetsi rozmer nadoru < 4 cm
T2a2 11A2 nejvetsi rozmér nddoru >4 cm
T2b 1B Siteni do Casti parametrii
T3 il Sifeni do parametrii az k panevni stén¢, nebo do dolni 1/3 pochvy
T3a 1IA Siteni do dolni tfetiny pochvy
T3b 111B Sifeni k panevni stén¢ nebo ptitomnost hydronefrozy
T4 IVA (pti MO) infiltrace sliznice mocového méchyfte, nebo rekta
N1 1IB (jakékoliv T) postizeni regiondlnich lymfatickych uzlin
M1 IVB (jakékoliv T N) |vzdalené metastazy

1.2.5 Lécba

Lécba karcinomu de€lozniho ¢ipku zavisi predevSim na velikosti nadoru, a zda se
malignita rozSifila do okolnich tkani. MoZnosti 1é€by zahrnuji chirurgii, radioterapii a
chemoterapii, které¢ lze vzajemné kombinovat. Prekancerdézni 1éze vyskytujici se u zen
mladsich 25 let jsou lé¢eny konzervativné [2,3,38].

V ptipadé, Ze je nador objeven v raném stadiu, mizZe stacit maly chirurgicky zékrok
tzv. konizace. Zahrnuje excizi kuzelovité ¢asti d€loZzniho ¢ipku k odstranéni cervikalni 1éze
spolu s celou transformacni zonou. Tento zplisob 1é€by umozituje mlad$im Zenam zachovani

funkce vajecniklt a plodnost. U ptipadi, kde se nador jiz rozsifil do okolni tkéné, l1ékati
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obvykle doporucuji radikalni hysterektomii (odstranéni délohy). Odstranény jsou i regionalni
lymfatické uzliny. V ivahu ptichézi i radioterapie [9].

Cilem radioterapie je zni€it rakovinné builky pomoci riznych forem zafeni, vcetné
vysokoenergetického rentgenového zareni. Paprsky pronikaji do téla a nici rakovinné bunky.
Rakovina je zcela odstranéna nebo ¢aste¢né€ eliminovana. Znicené rakovinné burky jsou z téla
vylouceny. Radioterapie se podava v pokrocilych fazich karcinomu délozniho ¢ipku [9,38].

U velmi pokrocilych néadort, které se jiz §ifi do okoli délohy, se pfistupuje ke kombinaci
radioterapie (ozafovani) a chemoterapie, kterd u€inek ozarovani zvysSuje [2,3,41].

Chemoterapie inhibuje rast bunc¢k rakoviny dé€lozniho cipku tim, ze brani jejich
aktivnimu déleni a rGstu pomoci chemoterapeutickych slou€enin, jako jsou karboplatina,
cisplatina, methotrexat, paclitaxel a topotekan. Ztidka se pouzivad samostatné¢, jako primarni
1é¢ba rakoviny delozniho Cipku; spiSe se pouziva v kombinaci s radioterapii a mén¢ Casto s

chirurgickym zakrokem [9,38].

1.2.6 Prevence

Preventivni opatfeni ke snizeni vyskytu karcinomu délozniho ¢ipku lze clenit na
primarni a sekundarni. Primarni prevence se zamétfuje na sniZzeni infekce podanim vakciny
proti HPV. Sekundarni prevence zahrnuje screening karcinomu délozniho cipku a 1écbu
prekanceroznich 1ézi [42].

V soucasné dobé existuji 4 vakciny, které byly kvalifikoviny WHO (World Health
Organization). VSechny chrani proti HPV typu 16 a 18 zplsobujici pfevdznou vétSinu
diagnostikovanych ptipadi karcinomu d€lozniho ¢ipku. 9valentni oCkovaci latka chrani pred
5 dal§imi onkogennimi typy HPV zpuasobujicimi dalS§ich 20 % karcinomu délozniho
¢ipku. Dvé z vakein také chrani proti HPV typu 6 a 11 pfitomnych u anogenitalnich bradavic.
Vakciny nejsou ucinné pii 1écbé jiz existujici HPV infekce. Cilovou skupinou pro ockovani
doporucenou WHO jsou divky ve v€ku 9 az 14 let, které se zatim nestaly sexudlné aktivnimi.
Tyto divky vykazuji lepsi imunitni odpovéd na vakcinu [42,43]. V Ceské republice je
doporucovano oc¢kovat i chlapce. Ockovani mé stejné schéma jako u divek a probiha mezi 13.
a 14. rokem. Ockovat se mohou 1 starsi lidé, vakcinace by vSak méla byt nejlépe dokoncena
pfed zahajenim pohlavniho zZivota.

Primarni prevence karcinomu délozniho ¢ipku se do zna¢né miry piekryva s primarni
prevenci pohlavné prenosnych chorob, véetné HIV. Vzhledem k tomu, Ze pohlavné pfenosné

choroby jsou obecné spojeny s poctem sexudlnich partnerii a nechranénym pohlavnim
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stykem, preventivni opatieni se nejprve zaméfuje na snizeni poctu sexudlnich partnerii a na
poskytovani ,,bariérovych metod®, jako jsou kondomy [42].

Sekundarni prevenci je screening karcinomu délozniho ¢ipku. Testovani se provadi u
zen, které nemaji zadné ptiznaky a mohou se citit naprosto zdravé. Muze tedy dojit k odhaleni
malignity v brzkém stadiu a zajistit tak velmi vysokou Sanci na uplné uzdraveni. Diagnostické
metody screeningu zahrnuji cytologicky stér (Pap test), testovani HPV DNA na vysoce

rizikové kmeny viru HPV a vizudlni kontrolu délozniho ¢ipku kyselinou octovou (VIA) [8].

1.3 Epigenetika

Epigenetika je definovana jako dédicné zmény v genové expresi, které na rozdil od
mutaci nelze pfipsat zméndm v sekvenci DNA. Tyto zmény mohou byt vyvolany faktory
zivotniho prostfedi nebo ptfipadné ovlivnény stravou. Mezi nejbéznéj§i epigenetické
mechanismy se fadi DNA metylace, modifikace jadernych histoni a posttranskripcni regulace
zprostiedkovana malymi molekulami RNA [44,45].

V poslednich ne€kolika desetiletich vyzkumy ukézaly, ze epigenetické mechanismy se
podileji na regulaci vSech biologickych procest v téle od poceti az po smrt. Uplatiiuji se na
celé fad¢ trovni a hraji vyznamnou roli napi. v morfogenezi, pii diferenciaci bun¢k nebo pii
proliferaci. NaruSeni epigenetickych procesti mize vést ke zméné funkce genu a maligni
bunécné transformaci [46—48].

Epigenetika je jednim z vysvétleni, jak mohou mit buiikky a organismy s identickou

DNA tak dramatické fenotypové rozdily [45].

1.3.1 Metylace DNA

Metylace DNA je jednou z nejintenzivnéji studovanych epigenetickych modifikaci u
savel. V normdlnich bunkach zajistuje spravnou regulaci genové exprese a stabilni
umlcovani genli. Je spojena s modifikacemi histoni a souhra téchto epigenetickych
modifikaci je zasadni pro regulaci fungovani genomu zménou struktury chromatinu. U
¢loveéka dochazi k metylaci DNA hlavné v mistech CpG. Az 80 % vSech mist CpG v lidské
DNA je metylovanych [49,50].

Metylace DNA zahrnuje kovalentni pfenos metylové skupiny (CH3) do pozice 5 na
cytosinovém kruhu v dinukleotidu CpG (Cytosin-fosfat-Guanin) za vzniku 5-metylcytosinu
(5-mC) (Obr. 7) [51]. CpG dinukleotidy jsou v lidském genomu metylovany a jejich metylace
ovliviiuje bunécnou diferenciaci a vyvoj tkani. Akumulované CpG dinukleotidy tvofi tzv.

CpG ostrivky, které se ¢asto vyskytuji v oblasti promotoru a exonu 1 (regulacni oblasti genil).
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Jsou pfevazné€ nemetylovand, ale mohou byt i metylovany v ptipadé, kdy je potlacena exprese
genu [52]. Podileji se na regulaci chromatinové struktury, ¢imz ovliviluji vazbu transkripcnich
faktort a vysledné i genovou expresi [53].

Tato enzymaticka reakce je katalyzovana tfemi DNA metyltransferazami (DNMT),
které vyuzivaji jako zdroj metylové skupiny z kofaktoru S-adenosyl-L-methionin (SAM).
Hladiny SAM jsou ovlivnény pfijmem vitamint, jako je kyselina listova, vitamin B12 a
vitamin B6, ze stravy [52,54,55].

Existuji ctyfi €lenové rodiny DNMT, konkrétné se jedna o DNMTI1, DNMT3A,
DNMT3B a DNMT3L. DNMT3L, na rozdil od ostatnich DNMT, nevykazuje Zadnou vlastni
enzymatickou aktivitu. Ostatni tfi zminované DNMT jsou aktivni na DNA. DNA
metyltransferaza-1 (DNMTI1) je prevladajicim enzymem zodpovédnym za udrzovani
metylace béhem bunécného cyklu po replikaci DNA. Katalyzuje pfipojeni metylové skupiny
k dinukleotidu CpG na hemimetylovanych vldknech DNA bé&hem replikace.
DNMT3A/DNMT3B kéduje de  novo metyltransferazy, nutné k vytvofeni a udrzeni
genomové metylace. DNMT hraji dilezitou roli v genomové integrité, jejiz naruseni muze
vést k nestabilit¢ chromozomu a progresi nadoru. Je dobfe zndmo, ze DNMT jsou nezbytné
pro transkripcni umlceni fady tfid sekvenci, véetné imprintovanych genti, genli na neaktivnim
X chromozomu. Umlc¢ovani téchto sekvenci je nezbytné pro udrzeni stability chromozomi
[53,56,57].

Metylace DNA je typicky odstranéna béhem tvorby zygoty a poté je znovu obnovena
v embryu piiblizn¢ v dobé implantace. VétSina metylace DNA je nezbytnd pro normalni
vyvoj jedince a hraje velmi dulezitou roli v fadé kliCovych procesti vcetné genomového
imprintingu ¢i inaktivace X-chromozomu, a kdyz je dysregulovéna, ptispiva k chorobam,
jako jsou nddorova onemocnéni [51].

Demetylace DNA je proces odstranéni metylové skupiny z cytosinl. Proces fidi
translokacni protein TET (tet methylcytosine dioxygenase), ktery katalyzuje konverzi S5-
metylcytosinu na 5-hydroxymetylcytosin a nasledné na cytosin. Demetylace DNA muze byt
pasivni  nebo  aktivni. Pasivni  proces  probiha v  nepfitomnosti metylace nové
syntetizovanych fetézcli DNA pomoci DNMT1 béhem nékolika replikacnich kol — naptiklad
po oSetfeni 5-azacytidinem. Tato farmaceuticka demetylaéni cCinidla plisobi prostfednictvim
inhibice DNMT1 a podporuji jeho degradaci proteosomy. Tento pfistup se v souasnosti
pouzivd u malignit k demetylaci tumor supresorovych gent.. K aktivni demetylaci DNA

dochazi pfimym odstranénim metylové skupiny nezavisle na replikaci DNA. Metylace DNA
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obvykle vede k umlceni genu, zatimco demetylace DNA je spojena s aktivaci genové exprese

[58,59].

A cytozin 5-metylcytozin
NH, NH,
DNMT H3C

XN > ~N
L wil oo L
NH ~O NH ~O

B CH, CH,

5-TGTGGCGCGAGCTTCT

el
ACACCGCGCTCGAAGA-¥%

CHy, CH,

Obrazek 7: A. DNA metyltransferdza katalyzuje pfeménu cytosinu na 5-metylcytosin. Zdroj
metylovanych skupin je S-adenozyl-methionin (SAM), ktery je konvertovan na S-adenozyl-
homocystein (SAH). B. Metylace cytosinu nastava pouze u CpG dinukleotidt [47].

1.3.1.1 Metylace DNA v karcinogenezi

Metylace DNA je dulezitym regulatorem genové transkripce a jeji role v
karcinogenezi je v poslednich letech pfedmétem znacného zajmu. Zmény v metylaci DNA
jsou bézné u riznych typi nadort. Ze vsech epigenetickych modifikaci byla nejrozsahleji
studovéna hypermetylace, kterd potlacuje nasednuti transkripénich faktori na promotorové
oblasti tumor supresorovych genli vedouci k umléeni genu. Globélni hypometylace vSak byla
také uznana jako pficina onkogeneze. U nadorovych bunck se také casto vyskytuje komplexni

ztrata metylace soustiedéna do hypometylovanych blokl [53,60].

1.3.1.2 Hypometylace

Hypometylace DNA pfedstavuje ztratu metylové skupiny v 5-metylcytosinovém
nukleotidu. Hypometylace vysoce opakovanych sekvenci DNA, které zahrnuji pfiblizné
polovinu genomu, je z velké ¢asti zodpovédna za globalni hypometylaci DNA, kterd je tak
Casto pozorovana u malignit. Globalni hypometylace DNA se vyskytuje v rlznych

genomovych sekvencich vcetné repetitivnich prvki, retrotranspozoni, promotori chudych na
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CpG a intront. Tyto oblasti jsou ve zdravém genomu normalné¢ metylovany. Hypometylace
DNA na repetitivnich sekvencich vede ke zvySené genomové nestabilité [48,50,61].
Hypometylace regulacnich oblasti transkripce u rakoviny se zd4 byt mnohem méné
Castd nez hypermetylace CpG ostrovl piekryvajicich se promotorti. Nicméné nékteré ztraty
metylace DNA spojené s rakovinou zahrnuji genové oblasti, véetné sekvenci pro kontrolu

transkripce [61,62].

1.3.1.3 Hypermetylace
K hypermetylaci DNA dochazi, kdyZ je vice metylovych skupin pfeneseno na jeden

cytosin, ktery by nemél byt metylovan, coz vede k umlceni genu. Genomicka hypermetylace
u malignit byla pozorovana nej¢astéji na CpG ostrovech v genovych oblastech [59,63].
Hypermetylace promotorovych oblasti v tumor supresorovych genech muze
inaktivovat mnoho tumor supresorovych funkci. Studie o hypermetylaci DNA poskytly nové
poznatky o tumorigenezi. DNMT jsou dilezité pi1 metylaci DNA 1 hypermetylaci. Aktivita
DNMT3B (DNA Methyltransferase 3 Beta) je jednim z hlavnich faktort hypermetylace DNA
[59].
Urovné metylace také hraji dileZitou roli pii déleni bunék, opravé DNA, diferenciaci,
apoptoze, angiogenezi, metastazovani, reakci riistového faktoru, detoxikaci a rezistenci vici
1éktim. Tyto vlastnosti podpoftily obrovsky pokrok v ¢asné detekci karcinomu pomoci analyzy

urovné metylace [46].

1.3.1.4 Genomicky imprinting

Genomicky imprinting je epigeneticky proces, pii kterém dochazi k expresi malé
skupiny genii, nazyvanych imprintované geny, v zavislosti na jejich rodiovském
puvodu. Zatimco neimprintované geny exprimuji obé kopie obsazené na homolognich
chromozomech, v imprintovanych genech je exprimovana bud’ matetskd, nebo otcovska
kopie, ¢imz se obchéazi zdkony mendelovské dédi¢nosti. Z divodu genomového imprintingu
nejsou rodiCovské genomy funkéné ekvivalentni, z ¢ehoz vyplyva, Ze oba genomy jsou nutné
pro spravny vyvoj jedince. Exprese imprintovaného genu je koordinované fizena
prostiednictvim metylace DNA. Potlacena alela je metylovand, zatimco aktivni alela je
nemetylovand. Deregulace imprintingu je pfi¢inou Ccetnych lidskych patologii. Mezi

nejznaméjsi stavy patii Prader-Willi syndrom a Angelmaniv syndrom [64-66].
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1.3.1.5 Metody stanoveni metylace DNA

Mezi postupy, které jsou schopné kvantifikovat globalni metylaci DNA, fadime napf.
HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie), ELISA (enzymova
imunosorbentni analyza) nebo 1 LC-MS/MS (kapalinova chromatografie spojend s
tandemovou hmotnostni spektrometrii). Metody, které jsou schopny uréit miru metylace
konkrétniho mista v DNA, tj. obvykle sekvence genu nebo jeho promotoru, jsou zaloZzené na
schopnosti odlisit cytosin od 5-metylcytosinu v sekvenci DNA. Obvykle se pouziva nékolik
metod zaroven a vybrané prfistupy se odvijeji od pozadovaného vysledku, tedy zda je potireba
ziskat informace o metylaci v konkrétnich lokusech, nebo =ziskat ptredstavu o rozsahu
metylace v celém genomu [67,68].

Restrik¢éni analyza je jednou zpouzivanych metod. Vyuziva tzv. restrikéni
endonukledzy, coz jsou enzymy, které rozpoznavaji a Stépi DNA ve specifické
sekvenci. Existuji restrikéni endonukledzy, které rozpozndvaji stejnou sekvenci DNA, ale
jedna z nich je citliva na metylaci cytosinu, coz znamena, ze nedokdze Stépit DNA, pokud je
metylovana, zatimco druha $tépi DNA bez ohledu na to, zda je sekvence DNA metylovana
nebo ne. Jeden takovy par enzymu je Hpall a Mspl; oba rozpoznévaji sekvenci CCGG, ale
Hpall nebude S§tépit, pokud je druhy cytosinovy zbytek v sekvenci metylovan. Takové
enzymove¢ pary se efektivné pouzivaji k ziskani celkovych rozdili v metylaci mezi dvéma
vzorky DNA. Restrikéni analyza se pouziva ve spojeni s kvantitativni PCR (qPCR). DNA je
nejdiiv Stépena vhodnou endonukledzou a nésledné pouze nefragmentovana DNA (tudiz
pouze metylovana DNA anebo nemetylovana DNA, v zavislosti na pouzité restriktaze) je
amplifikovana a soucasn¢ kvantifikovana pomoci qPCR. Tato metoda muze byt limitovana
svou aplikaci, kterd je mozna pouze u sekvenci obsahujicich jejich specifické rozpoznavaci
sekvence [47,69,70].

MS-MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) je semikvantitativni
metoda pro rychlé vyhodnoceni hypermetylace promotori nebo tUrovné metylace
imprintovanych oblasti v genomoveé DNA. Technika spociva \%
pouziti endonukledzy Hhal, které je citliva na metylovanou DNA. Vyhodou této techniky je,
7ze DNA nevyzaduje pfedchozi oSetieni bisulfitem, proto metoda zachovéava celistvost DNA a
metylacnich znacek. Genomovd DNA (gDNA) je nejprve denaturovana, poté nasleduje
pfidani sond MS-MLPA a 16hodinovy hybridizacni krok. Nasledné je tento komplex sonda-
DNA soucasné ligovan a Stépen metylaéné specifickymi enzymy. Pokud je misto CpG
metylovano, bude detekovan normalni produkt MLPA. Pokud neni CpG misto metylovano,

komplex DNA-sonda bude §tépen enzymem citlivym na metylaci a nevytvofi se Zadny
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amplifikacni produkt. Sondy MLPA cili na sekvence o délce 50-100 nukleotidl, coz
znamena, ze mohou detekovat metylaci ve vysoce fragmentovanych vzorcich DNA, jako je
bisulfitové konvertovand DNA nebo DNA extrahovana ze vzorkl tkané FFPE (fixované
formalinem) [71-73].

Bisulfitova konverze se povazuje za nejvhodnéjsi a nejucinnéj$i zplsob pro
navazujici analyzu metylace DNA. Metoda vyuziva chemické reakce s pouzitim
hydrogensifi¢itanu sodného (sodium bisulfite), ktery mize selektivné deaminovat cytosin, ale
nikoli 5-metylcytosin na uracil. To vede k primarni zméné sekvence v DNA, kterd umozZni
odlisit cytosin od 5-metylcytosinu. Takto bisulfitem oSetfeny vzorek DNA je pak PCR
amplifikovan, pticemz uracil je amplifikovan jako tymin a metylcytosin jako cytosin (Obr. 8).

Tim jsou ziskany dvé rizné sekvence DNA v zavislosti na ptivodni metylaci [47,74].

s cytozin sul‘f:;:l::i:nv g nemetylovana DNA
NH, NH, G-T-G-G-C-G-C-G-A-G-C-T-T-C
ﬁlﬂ}f HSO, ﬁl’w+ l bisulfitova konverze 1
w*o 0,8 vﬂ)“\*o G-T-G-G-U-G-U-G-A-G-U-T-T-U
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Obrazek 8: A. Bisulfitova pfeména B. Primarni sekvence po bisulfitové konverzi

A. Bisulfitové pfeména zahrnuje sérii krokti véetné sulfonace, deaminace, a nakonec
pii zvySeném pH je provedena desulfonace. Vysledkem je zména nemetylovaného
cytosinu na uracil, zatimco 5-metylcytosin zlistdvad nezménén. B. Stejna primarni
sekvence DNA se po bisulfitové konverzi a PCR amplifikaci 1isi podle toho, zda byla
pivodné metylovana nebo nemetylovana. Metylcytosin se amplifikuje jako cytosin,

zatimco uracil jako tymin [47].
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MS-HRM (metylac¢né-specificka analyza kiivek tani s vysokym rozliSenim) je metoda
zalozend na PCR ve zkumavce pro detekci trovni metylace v konkrétnich pozadovanych
lokusech. Princip detekce metylace DNA je zaloZzen na navrhu specifickych primert a méteni
rozdilt v charakteristikach tani mezi metylovanymi a nemetylovanymi alelami po bisulfitové
konverzi. Po bisulfitové konverzi je DNA podrobena PCR, ve které je pfitomno saturacni
fluorescen¢ni barvivo. Kdyz se barvivo navdZze na dvouvldknovou DNA, nezplisobuje
fluorescenci, coz umozni sledovat proces amplifikace béhem PCR. Po urcitém poctu cykli se
teplota zvysi, aby se amplikony disociovaly. Jak se teplota postupné zvySuje, dvouSroubovice
disociuje a uvoliiuje navdzané barvivo, ¢imZ dochdzi k poklesu fluorescence. Amplikon z
templatu s vysokou trovni metylace, obsahujici vysoky podil cytosinu (C) a guaninu (G) po
bisulfitové konverzi, bude tat pti vyssi teploté nez templaty z nemetylované DNA s vysokym

obsahem adeninu (A) a thyminu (T) [75].

1.3.2 Modifikace histoni

Druhym epigenetickym mechanismem jsou posttranslaéni modifikace histonovych
proteind. Tyto modifikace zahrnuji enzymem katalyzovanou acetylaci, metylaci a fosforylaci,
z nichz kazd4 méni interakce DNA-histon v nukleozomech. Histonové modifikace hraji nejen
dalezitou roli v regulaci struktury chromatinu a jadernych procest, ale mohou byt také
piedany dcetfinym bunkam jako epigenetické znacky [76,77].

DNA v bunkéch je zabalena jako chromatin, dynamickd struktura slozend z
nukleozomil jako zékladnich stavebnich blokii. Histony jsou centralni slozkou nukleozomalni
podjednotky, tvofici oktamer obsahujici Ctyfi jadrové histonové proteiny (H3, H4, H2A,
H2B), kolem kterych je obtoCeny segment DNA o 147 parech bazi. Kazdy z prevazné
globularnich histonovych proteinit mé charakteristicky postranni fetézec nebo konec, ktery je
husté osidlen bazickymi lysinovymi a argininovymi zbytky. Histonové konce podléhaji
rozsahlym kovalentnim posttranslaénim modifikacim (PTM), které spolupracuji na ftizeni
stavu chromatinu napt. véetné acetylace, metylace a fosforylace. Tyto PTM jsou ukladany a
odstraniovany specializovanymi enzymy modifikujicimi histony. Diky této vlastnosti jsou
epigenetické modifikace reverzibilni, a tedy schopné dynamicky modulovat strukturu
chromatinu za Ucelem aktivace nebo umléeni genové exprese. Nekteré PTM mohou zménit
hustotu naboje mezi histony a DNA, coZ ma dopad na organizaci chromatinu a zakladni
transkripéni procesy, ale mohou také slouZit jako rozpozndvaci moduly pro specifické

vazebné proteiny [78,79].
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Obecné jsou modifikace histon katalyzovany specifickymi enzymy, které plisobi
prevazné, ale ne vylucné (napt. nekteré typy fosforylace histonil), na N -koncovych usecich
histoni zahrnujicich aminokyseliny, jako je lysin nebo arginin, stejné jako serin, threonin,
tyrosin atd. [80].

Zménéné globalni urovné acetylace histonti, zejména acetylace H4 na lysinu (K)16,
byly spojeny s rakovinovym fenotypem u riznych druhti malignit a maji potencialni
prognostickou hodnotu. Kdyz dojde k hyperacetylaci, konkrétné zahrnujici protoonkogeny,
muze byt aktivovana genova exprese, zatimco hypoacetylace nddorovych supresort se Casto
lokalizuje na promotorech. Tento jev se vyskytuje soucasné¢ s metylaci DNA, coz vede
k uml¢ovani genti. Podobné jako u metylace DNA, posttranslacni modifikace histont
neovlivituji nukleotidovou sekvenci DNA, ale mohou modifikovat jeji dostupnost pro

transkrip¢ni aparat [78,80].

1.3.3 RNA interference (RNAI)

Nejnovéji objasnénym epigenetickym mechanismem je umlceni genu spojeného s
nekodujici RNA. Nekodujici RNA  (ncRNA) je funkéni molekula RNA, kterd je
transkribovana, ale neni piekladana do proteini. Pozoruhodné molekuly ncRNA zahrnuji
mikroRNA (miRNA) a kratké interferujici RNA (siRNA), které obsahuji méné nez 30
nukleotidli, a dlouhé¢ nekodujici RNA (IncRNA), kter¢ maji 200 nukleotidi nebo
vice. Prestoze se jejich role v epigenetice stale urcuje, existuji ditkazy naznacujici, ze ncRNA
se krom¢ umlcCovani genti ticastni metylace DNA a modifikace histonli. Bylo prokéazéano, ze
siRNA a IncRNA reguluji genovou expresi tvorbou heterochromatinu [76].

Nejznaméjsi mechanismus RNA1 je nasledujici:

1) dsRNA (dvouvlaknovd RNA) je rozpoznana a ndsledné¢ rozStépena specifickou
endonukledzou zvanou DICER na kratké dvoufetézcové oligonukleotidy zvané
siRNA.

2) siRNA se navaze na specificky proteinovy komplex RISC (RNA-induced silencing
complex), ktery zplsobi rozdéleni kratké dvouSroubovice siRNA na dva fetézce,
znichZ se jeden specificky navaZze na cilovou molekulu komplementarni mRNA
(messengerova RNA).

3) Takto vznikly komplex vykazuje endonukledzovou aktivitu a je schopen navazanou
mRNA rozstépit (a znemoznit tak pouzit ji jako templat pro translaci). Fragmenty

mRNA se odpoji a cely proces (od bodu 2) se mize opakovat. Jedna se o zpusob, jak
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jedna molekula siRNA mize pomoci vyhledat a inaktivovat mnoho molekul urcité
mRNA.

4) Specifickd RNA-dependentni-RNA-polymerdza miize vyuzit jednotlivé fetézce
siRNA, navazané na mRNA, jako primery a prodlouzit dvoufetézcové useky RNA. Ty
se pak stanou substratem pro DICER (viz bod 1) a cyklus se opakuje. Jedna molekula
antisense RNA (nebo dsRNA) tak muize zapfticinit likvidaci rozsdhlého po¢tu molekul
mRNA.

Dal$im typem antisense RNA, vyskytujicim se pfirozené¢ v buiikach, je tzv. mikro
RNA. Tyto molekuly jsou syntetisovany podle urc¢itych nekodujicich usekiit DNA a maji podil
na potlaeni exprese urCitych genti. Obsahuji vlasenkovité struktury, které jsou podobné
dsRNA, a jsou proto $t€peny DICERem za vzniku siRNA, kterd se vaze na RISC. Mohou
zabranit translaci mRNA, ktera je k jednomu z fetézcti komplementarni [81].

Kromé umlcovani genii se RNA1 muze podilet na dalSich jevech regulace gent. Je
znamo, 7ze interakce DNA/RNA ovliviiuji metylaci DNA. Zda se, ze RNAi1 mulzZe také
metylaci. Pokud cilova sekvence sdili homologii s promotorem, muze dojit k umlceni

transkripce prostrednictvim metylace. Navic se zdd, ze RNA interaguje s chromatinovymi

doménami, coz mlze nakonec fidit metylaci DNA [82].

1.4 Molekularni a epigenetické markery karcinomu déloZniho ¢ipku
Protoze se karcinom d¢lozniho Cipku vyznacuje cCastym vyskytem a vysokou
mortalitou, jsou zapotiebi nové diagnostické metody detekujici nadorové markery spojené
s timto onemocnénim Nadorové markery hraji u karcinomu dé€lozniho Cipku roli pfi odhadu
rozsahu onemocnéni, jsou faktorem piedpovidajicim progndzu a jsou i soucasti vySetiovaciho
algoritmu detekce recidiv zédkladniho onemocnéni pacientek v dispenzarni péci. Vlastnosti
idealniho markeru jsou v€asna detekce, citlivost na ménici se stadia onemocnéni, minimalné

invazivni odbér vzorkii a minimalni ¢asova naro¢nost zpracovani [83,84].

1.4.1 Nadorové markery v klinickém pouziti

SCCA (antigen skvamoznich buné€k). Nejcastéjsim karcinomem délozniho ¢ipku je
SCC. ZvySena syntéza SCCA probiha v malignich naddorech skvamoézniho epitelu. SCCA je
definovan jako slozka smésného antigenu TA-4, prokdzaném v séru u pacientek s
karcinomem ¢ipku déloZniho. Byly identifikovany dva homologni proteiny SCC1 a SCC2.
Tyto antigeny byly charakterizovany jako serin proteindzové inhibitory, tzv. serpiny. Marker

je velmi citlivy na kontaminaci slinami nebo potem b&hem preanalytické faze. Obvykla
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hodnota cut-off je kolem 1,5 pg/l. Vysoké hodnoty u neléCenych nemocnych s karcinomem
délozniho ¢ipku jsou prognosticky vyznamné pro odhad dalsiho vyvoje onemocnéni. Pti¢iny
zvyseni SCCA v séru u nemalignich 1ézi zahrnuji nemaligni gynekologickd onemocnéni [85].
Krom¢ karcinomu dé€lozniho ¢ipku byla jeho zvysend exprese prokdzana i u dalSich
skvamoznich karcinomt jako je epidermoidni karcinom plic a nador hlavy a krku [86].

V diagnostice karcinomu d€lozniho ¢ipku se pouziva také klasicky nadorovy marker;
CYFRA 21-1 (fragmenty cytokeratinu 19). ZvySené hladiny CYFRA 21-1 koreluji se
systémem stagingu nador Mezinarodni federace gynekologie a porodnictvi (FIGO). Navic
zvySena hladina CYFRA 21-1 po 1écbé indikuje pfitomnost rezidualni nadorové tkané, kterou
lze pouzit k predikci recidivy onemocnéni a muize byt uZitecnd u pacientll bez
detekovatelného SCCA v séru [83,84].

Dale jsou vySetfovany cytokiny. Ukdazalo se, Ze v pritbéhu vzniku riiznych novotvari
casto dochézi k nadmérné a nekontrolované expresi cytokinovych gent a jejich receptorti a
také ke zvySeni syntézy téchto faktorii v builkkdch organti ovlivnénych neoplastickym
procesem, stejné¢ jako jejich produkce pifimo neoplastickymi buiikami. V diagnostice
karcinomu dé¢lozniho Cipku se vyuzivaji mj. takové cytokiny jako: vaskularni endotelidlni
rustovy faktor (VEGF), receptor epidermalniho rastového faktoru (EGFR), stejné jako
hematopoetické cytokiny, napi. faktor stimulujici kolonie granulocytii (G-CSF), faktor
stimulujici kolonie makrofagti (M-CSF), faktor kmenovych bun¢k (SCF) a tumor nekroticky
faktor (TNF-a) [83].

1.4.2 Molekularni markery

Pokrok ve vyzkumnych metoddch umoznil pouziti molekuldrnich markera
karcinogeneze v diagnostice malignit délozniho ¢ipku. Rychly a nekontrolovany rist, ktery
charakterizuje Zivotni cyklus rakovinnych bunék, zavisi na mnoha faktorech, véetné¢ zmén v
genech souvisejicich s fizenim bunééného cyklu. Vyvoj nddoru je ovlivnén mutacemi DNA,
kter¢ vedou k poruchdm bunéného rastu, diferenciace, proliferace, starnuti a
smrti. Molekularni studie vedly k detekci a identifikaci téméf 150 gent souvisejicich s
karcinogenezi, vétSina z téchto genii kdduje proteiny, které reguluji bunécny cyklus,
diferenciaci a apoptozu [83].

Mezi nejvyznamnéjsi molekuldrni markery karcinogeneze patii tumor supresorovy
protein p53. Za normalnich podminek se tento protein podili na regulaci bunééného cyklu,
pusobi také antionkogenné, spousti apoptézu nevratné poskozenych bunék. Genovd mutace

zbavuje protein p53 jeho kontroly nad bunéénym cyklem, zpiisobuje nadmérnou expresi jeho
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neaktivni formy a vede k onkogenezi. Inaktivaci také casto zplsobuji virové kddované
proteiny, jako je napfiklad onkoprotein HPV-E6. Vysoce rizikova HPV-DNA byla
detekovéana u naprosté vétSiny karcinomit délozniho ¢ipku, proto tyto novotvary exprimovaly
onkoproteiny E6 a E7. Protein E6 produkovany HPV-16 a HPV-18 se specificky vaZe na
spravny typ proteinu p53, coZ vede k jeho funkéni inaktivaci a rychlé degradaci ubikvitinovou
cestou [83].

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) je intracelularni membranovy protein, ktery zabranuje
apoptotické bunécné smrti. Je lokalizovan na vnéj§i membrané¢ mitochondrii, v jaderném
obalu, plazmatické membrané¢ a endoplazmatickém retikulu. Nadmérnd exprese Bcl-2 je
pfitomna u premalignich a malignich 1ézi d€lozniho Cipku. Mize byt tedy pouzit jako
biomarker k zjiSténi zavaznosti 1éze CIN [87,88].

MCM proteiny (mini chromosome maintenance complex) jsou dileZitym prvkem
iniciujicim a omezujicim replikaci DNA v eukaryotickych bunkéch. Jsou pfitomny v buiikach
béhem cyklu a zmizi, kdyZ buiika projde svym diferencia¢nim nebo klidovym stadiem. Proto
mohou byt citlivym a specifickym markerem neoplastického bunécného cyklu. Proteiny
MCM jsou vysoce exprimovany na povrchu neoplastickych epitelidlnich buné¢k, ale na
povrchu normalnich bunék chybi [83].

Telomeraza je enzym fugujici jako reverzni transkriptaza, ktery umoziuje
prodluzovani zakonceni chromozomii zvanych telomery. Aktivace telomerazy je kritickym
krokem v bunééné imortalizaci a rozvoji rakoviny. U rakoviny d¢lozniho cipku byla
prokdzéna zvySend aktivita telomerazy [89]. Pf1i déleni bunck dochazi k postupnému
zkracovani telomer. Nad urcitym poctem déleni se telomery nemuzou dale zkracovat, coz
vede k chromozomalni nestabilit¢, starnuti a bunécné smrti. Existuji dvé telomerazové
podjednotky: hTR (telomerasova podjednotka zodpovédnd za bunéfnou imortalizaci) a
hTERT (aktivita katalytické reverzni transkriptdzy), které prestavuji DNA fetézec
telomery. Telomeraza je aktivni pouze v zarode¢nych buiikach. Gen kodujici telomerazu je v
normalnich bunkach neaktivni, ale v rakovinnych je neustale aktivovan a neustale stimuluje
buiiky k déleni. Rakovinové buiiky mohou také zacit produkovat telomerdzu a usnadnit tak
jejich intenzivni déleni [83].

Exprese proteinu Brn-3A roste se stupném pokroc€ilosti cervikalni neoplazie, coz
umoznuje jeho pouziti jako potencidlniho markeru ve screeningovych testech. Pouziti tohoto

proteinu jako markeru vSak vyzaduje dalsi vyzkum [83].
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1.4.3 Epigenetické markery

Epigenetika jsou zmény genové exprese bez zmény v sekvenci DNA. Souvisejici

markery nebo mechanismy epigenetické regulace mohou vyzkumnikiim pomoci pochopit

iniciaci a progresi karcinomu délozniho ¢ipku [84].

Metylace DNA u karcinomu déloZniho ¢ipku

Epigenetika virovych genomt HPV mize byt také spojena s karcinogenezi délozniho

¢ipku. ZvysSené hladiny metylace v nékterych genech koreluji se zavaznosti histologickych

stupniti. Hladina exprese metylace se zvySuje od cervikalni intraepitelidlni neoplazie (CIN) k

invazivni rakoving, zatimco v normalni cervikalni tkani je nedetekovatelna. Proto mohou tyto

markery slouZzit jako biomarkery pro screening, prognézu a diagnostiku karcinomu déloZniho

gipku (Tab. 2) [84].

Tabulka 2: Metylacni markery pro karcinom déloZniho Cipku [84]

Interleukin 10 (IL-10)

Skupina Geny a proteiny Typ vzorku
Adenylatcyklaza 8 ( ADCYS ) Tkan
Nadorovy supresor Cadherin 8 typ 2 ( CDHS ) Tkan
p53 Tkan a krev
Protoonkogen Cyklin A1 ( CCNAI ) Bunéc¢na linie a tkan
Apoptodza Protein vazajici receptor kyseliny retinové (RARB) Tkan
Cytokin Interferon gama (IFN-y) Tkan

Bunééna linie

Bunéény vyvoj

Sekretagogy rustového hormonu (GHS-R)

Buné¢na linie

Molekula bunééné adheze 1 (CADMI)

Bunécéna linie

Kadherin-6 (CDHG6)

Tkan

Modifikace histonu v karcinomu délozniho ¢ipku

Acetylace histoni genomu HPV 16 indukuje zvySenou expresi genu HPV 16.

Histonova deacetyldza (HDAC) je aktivatorem deacetylace histonll a je spojovana s riiznymi

typy rakoviny. Nadmérnd exprese HDACI (histon deacetyldza 1) inhibuje bunécnou

proliferaci a také indukuje bunéénou senescenci v buitkach karcinomu délozniho ¢ipku [84].

Hlavni histonové modifika¢ni markery jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3).

Tabulka 3: Histonové modifika¢ni markery pro rakovinu délozniho ¢ipku [84]

Skupina

Geny a proteiny

Typ vzorku

Nadorovy supresor

pS3

Bunécéna linie

Apoptoza

Receptor kyseliny retinové beta 2 (RARB2)

Bunécna linie

Lidska telomerdzova reverzni transkriptaza ( h”TERT )

Bunécéna linie

Cytokin

Supresor cytokinové signalizace (SOCS)

Bunécna linie a tkan
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2 CIL PRACE

1. Cilem této prace bylo najit potencialni diagnosticky a prognosticky marker pro
karcinom délozniho ¢ipku zalozeny na analyze metylace DNA, ktery by se mohl
vySetfovat za pouziti neinvazivnich metod.

2. Vybrat geny, jejichz deregulace pomoci DNA metylace hraje roli v karcinogenezi
nadoru cervixu.

3. Zoptimalizovat vybrané metodiky sledujici zmény v metylaci DNA u vybranych geni.

4. Zjistit, jakym zplisobem metylace vybranych genl koreluje se zaznamenanymi

klinicko-patologickymi charakteristikami karcinomu déloZniho ¢ipku.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a zarizeni

3.1.1 Biologicky material

Pro nasi analyzu byly pouzity vzorky tkan¢ délozniho ¢ipku fixované ve formalinu
ulozené v parafinu (FFPE). Skupinu tvofily vzorky ziskané od roku 2010 do roku 2020.
Sesbirany soubor tvofil 70 vzorkli odebranych z dé€lozniho c¢ipku a 30 nenaddorovych
kontrolnich vzorkii (odebranych od pacientek bez diagnézy naddorového bujeni). Soubor byl
uceleny a tvotily ho pouze spinoceluldrni karcinomy. Odbér tkani se provadél pii operacnich
vykonech, jako je hysterektomie (chirurgické odstranéni délohy) a konizace (odstranéni ¢asti
délozniho hrdla).

Soubor vzorki byl ziskan zarchivu Fingerlandova dustavu patologie Fakultni
nemocnice Hradec Kralové a Lékarské fakulty v Hradci Kralové. VSechny vzorky byly
zkontrolovany a ovéfeny zkuSenym patologem (Prof. Jan Laco, Ph.D.). U vzorkt byla urcena
HPV pozitivita a typ HPV viru. Tyto vzorky tkédn¢ byly v rizném stadiu onemocnéni a
hodnoceny podle TNM Kklasifikace (8.verze).

U kazdé pacientky byla zaznamenana data (Tab. 4), jako pievedeny vék v dobé
diagnozy, typ vzorku (hysterektomie, konizat), typing (SCC), HPV typ, ve€k, grading, invaze
do lymfatickych cév, invaze do krevnich cév, vaskularni invaze, perineuralni Sifeni, Sifeni do
posSevni manzety, Sifeni do CK junkce, Sifeni do endometria, Siteni do myometria, Sifeni do
parametrii, pfitomnost prekancerdz, typ prekancerdz, pocet LU (lymfatické uzliny), lokalizace

+LU, pT, pN (8. TNM) a stadium FIGO (2018).
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Tabulka 4: Klinicko-patologicka data zahrnutych pacientek s karcinomem délozniho ¢ipku

Klinicko-patologicka data n Pocet %
« <50 30 48
Vek >50 62 32 | 52
hysterektomie 41 66
Typ vzorku Konizat 62 2T | 34
vysoce rizikovy " 33 75
HPV typ nizce rizikovy a4 11 25
Gl 3 5
Grading G2 62 46 74
G3 13 21
do lymfatickych cév ano 16 70
ne 7 30
Invaze 23%*
do krevnich cé ano 3 13
o krevnich cév > 20 37
. . ano 6 10
perineuralni e 62 36 90
i y ano " 4 8
do poSevni manzety - 53 29 o7)
. ano " 12 22
do CK junkce s 54 ) 73
Gy . ano " 6 11
Sifeni do endometria - 54 23 30
. ano " 7 13
do myometria s 54 27 87
. ano " 8 15
do parametrii o 54 76 35
.. ano " 4 7
Jinam e | D 51 94
Prekanceréza ano 62 >3 85
ne 9 15
Prekancero6za t HSIL o 53% : ’
P CIN Il 51 96
LSIL 1 2
‘o , <30 " 36 80
Pocet pritomnych LU >30 45 9 20
& Tl 53 85
e pT 62
s vl 9 15
5
]
=
b= pNO 43 93
£
= pN 46*
E pN1 3 7
=
)
> I 51 82
Q
£
=
E | 62 6 10
o
O
= m 5 8

* V téchto piipadech nejsou dilci soucty vztazeny k celkovému poctu zapojenych pacientii

z diivodu nedostatku poskytnutych dat.
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3.1.2

3.1.3

Kity

FFPE RNA/DNA Purification Plus Kit (Norgen Biotek, Kanada, Ontario, Thorold)

EZ DNA Methylation — Gold Kit (Zymo Research, Californie, Irvine, USA)

Qubit dsDNA BR Assay Kit, Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific; Waltham,
Massachusetts, USA)

Chemikalie

qPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, s.r.o., Vestec, Ceska republika)

gb HRM PCR Master Mix 2x (Generi Biotech s.r.o., Hradec Kralové, Ceska
republika)

Gold polymeréaza (AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase with Gold Buffer and MgCl;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

DNTP (2,5 mM kazdy) (Takara Bio, Kusacu, Prefektura Siga, Japonsko)

Etanol (96 %)

voda pro molekuléarni biologii (Rnase free)

Primery (syntetizované ve firmé Generi Biotech s.r.o., Hradec Kralové, Ceské
republika)

SYTO-9 (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Massachusetts, USA)

StainIN™ RED Nucleic Acid Stain (highQu GmbH, Kraichtal, Némecko) interkala¢ni
barvivo Ethidium bromid 10x feditelné (SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg,
Némecko)

Tris-borat-EDTA (TBE) pufr

Laboratorni pomiicky a pristroje

Orbitalni tiepacka MS 3 basic (IKA-Werke; Staufen im Breisgau, Némecko)
Centrifuga/vortex Combi-Spin (Biosan; Riga, LotySsko)

Termoblok Bio TDB-100 (Biosan; Riga, Lotyssko)

Blokova digitalni lazeni pro mikrozkumavky BTD

(Grant Instruments (Cambridge) Ltd; Cambridgeshire, Velka Britanie)
Termocyklér C1000 touch (Bio-Rad Laboratories; Hercules, Kalifornie, USA)
Termocyklér Veriti® (Thermo Fisher Scientific; Waltham, Massachusetts, USA)
Centrifuga Heraeus Multifuge 3S (Heraeus Holding GmbH; Hanau, Némecko)
Centrifuga 5430 R (Eppendorf; Hamburk, Némecko)

Pipety (0,5 ul — 1000 pl) (Eppendorf; Hamburk, Némecko)
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e Davkova¢ Multipette® E3 (Eppendorf; Hamburk, Némecko)

e nastavce na davkova¢ Multipette® E3 (Eppendorf; Hamburk, Némecko)

e Eppendorf zkumavky (1,5 ml) (Eppendorf; Hamburk, Némecko)

e Eppendorf zkumavky safe-lock (Eppendorf; Hamburk, Némecko)

e 96 jamkova real-time PCR desticka bila (Bio Rad Laboratories; Hercules, Kalifornie,
USA)

e CFX Connect Real-Time PCR detekéni systém (Bio-Rad Laboratories; Hercules,
Kalifornie, USA)

e  Qubit® Fluorometer (v1.0) (Invitrogen; Waltham, Massachusetts, USA)

e Spektrofotometr / Fluorometr fady DS-11 (DeNovix Inc.; Wilmington, Delaware,
USA)

e Mini Gel System Bl — Owl (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)

3.2 Metodika

3.2.1 Zpracovani a vyhodnoceni TCGA dat

Na zaklad¢ literarni reserSe byly nalezeny geny s prokazanou metylaci u karcinomu
délozniho ¢ipku. U téchto genil byla ovéfena metylace v projektu Atlas rakovinového genomu
(TCGA) [90] prohlizecem Mexpress [91]. TCGA data detailn¢ geneticky charakterizuji
nejcastéjSich typy zhoubnych nadora. Dle vysledkti TCGA dat byly vybrany 2 geny, kde byla
potvrzena metylace v jejich promotorové oblasti a korelovala se snizenou expresi danych

gentl. Pro dalsi analyzu byly vybrany geny ASCL1 a SLIT?.

3.2.2 Izolace DNA z parafinu

Z FFPE bloc¢kt vzorki karcinomu cervixu byly ziskany rulicky o tloust’ce ~ 5 um. Pro
izolaci nukleovych kyselin bylo pouzito 5 ruli¢ek u kazdého vzorku.

Kolonkova izolace DNA (Obr. 9) ze vzorkl uloZenych v parafinovych bloccich byla
provedena dvojitym kitem FFPE RNA/DNA Purification Plus Kit (Norgen Biotek). Tento kit
poskytuje rychly zpiisob pro izolaci a purifikaci genomové DNA, pochazejici z formalinem
fixované tkané zalité v parafinu (FFPE). Postup byl proveden podle pokynl vyrobce.

V ptipadé tkan€ FFPE musely byt vzorky nejprve zbaveny parafinu za pouziti xylenu
a preciStény 96 % ethanolem. Nasledovala inkubace pii vyssi teploté pro zabranéni vzniku
cross-linkd. Lyzat, ktery se nejdiive ziskal rozrusenim tkani a buné€k, a piisobenim protedzy se

nanesl do specidlnich kolonek. V kolonce byla pfitomna matrix, na kterou je schopna se DNA

43


https://www.google.com/search?q=bio-rad+laboratories+hercules,+kalifornie,+usa&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWPWSMvN1ixJTFHISk_KLEkvyizJTixUyUouSS3NSi3UUshNzMtPyi_IyU3UUSosTd7Ay7mJn4mAAAOyQ0El9AAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj4vY2jraz3AhWJSfEDHfp_CW4QmxMoAXoECGUQAw
https://www.google.com/search?q=bio-rad+laboratories+hercules,+kalifornie,+usa&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWPWSMvN1ixJTFHISk_KLEkvyizJTixUyUouSS3NSi3UUshNzMtPyi_IyU3UUSosTd7Ay7mJn4mAAAOyQ0El9AAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj4vY2jraz3AhWJSfEDHfp_CW4QmxMoAXoECGUQAw
https://www.google.com/search?q=bio-rad+laboratories+hercules,+kalifornie,+usa&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWPWSMvN1ixJTFHISk_KLEkvyizJTixUyUouSS3NSi3UUshNzMtPyi_IyU3UUSosTd7Ay7mJn4mAAAOyQ0El9AAAA&sa=X&ved=2ahUKEwii-rSfi4z3AhXS8LsIHQCpDYwQmxMoAXoECFcQAw
https://www.google.com/search?q=bio-rad+laboratories+hercules,+kalifornie,+usa&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWPWSMvN1ixJTFHISk_KLEkvyizJTixUyUouSS3NSi3UUshNzMtPyi_IyU3UUSosTd7Ay7mJn4mAAAOyQ0El9AAAA&sa=X&ved=2ahUKEwii-rSfi4z3AhXS8LsIHQCpDYwQmxMoAXoECFcQAw
https://www.google.com/search?q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxM6qMTbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY2cMTc0oyEnN3sDLuYmfiYAAA6qkJ81UAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjRi7Dkj4z3AhWX87sIHSQ1DxsQmxMoAXoECFIQAw
https://www.google.com/search?q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7Ay7mJn4mAAANnpF-NWAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjG6uKtk4z3AhWShf0HHZEKB50QmxMoAXoECGkQAw
https://www.google.com/search?q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7Ay7mJn4mAAANnpF-NWAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjG6uKtk4z3AhWShf0HHZEKB50QmxMoAXoECGkQAw

navazat a centrifugaci kolonky se nasledné roztok (bez DNA) odplavil pry¢. Nasledujici

kroky vedly k procisténi ziskané DNA, které byly zakonceny eluci DNA. Eluce vzorkl

s tumory byla provedena do objemu 50 pl a u kontrolnich vzorkt do 30 pl.

Postup:

1.
2.

10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

Ke vzorku bylo ptidano 1ml xylenu, nasledoval dikladny vortex.

Vzorky s xylenem byly inkubovény v termobloku 5 minut na 50 °C a poté
centrifugovany 2 minuty pfi 14 000 x g. Nasledné byl pfenastaven termoblok na 80
°C.

. Opatrné se odpipetoval supernatant do organického odpadu.

Ptidal se 1ml 96 % ethanolu, prob&hl vortex a centrifugace po dobu 2 minuty pii
14 000 x g.

Opatrné se odpipetoval supernatant do organického odpadu.

Krok 4-5 se opakoval. Odstranil se pfebytecny ethanol tenkou Spickou.

Byl odpaten zbytkovy ethanol v oteviené zkumavce pfi laboratorni teploté po dobu 10

minut (nebo do odpateni veskerého ethanolu).

. KvysuSené tkani bylo ptfiddno 300 pl digestion pufru A a 10 ul proteinazy K,

nasledné byl vzorek zvortexovan.

Inkubovano 15 minut pii 55°C.

Inkubovano na led€¢ 3 minuty.

Nasledovala centrifugace vzorka 3 minuty pii 14 000 x g.

Opatrné byl odsat supernatant bez poruseni pelety.

Peleta z kroku 12 se rozpustila ve 300 pl digestion pufru A, a bylo piidanolOul
proteinazy K a vortexovano.

Inkubovat 1 hodinu pti 55°C. Ob¢asny vortex.

Inkubovat 2 hodiny pti 90°C. Ob¢asny vortex.

Inkubovat 3 minuty na ledé.

Ptidalo se 300 pl RL pufru a nasledovalo vortexovani. Nasledné bylo ptidano 250 pl
96 % ethanolu a znovu prob¢hl vortex.

Presunulo se 600 ul na kolonku (v kitu, DNA purification micro columns) a
centrifugovalo sel minutu pfi 14 000 x g. Supernatant byl vylit.

Opakoval se krok 18, dokud ptes kolonku neprosla vSechna smés.

Ptidalo se 600 pl Wash solution A, nasledovala centrifugovace 1 minutu pii 14 000 x
g. Vylil se protekly obsah.

Opakoval se 2x krok 20.
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22.Kolonka se presunula do nové sbérné tuby a vlozila se do centrifugy na 5 minut pfi
16 000 x g; filtr se vysusil.

23. Pfesunula se kolonka do nové 1,5ml zkumavky se zdmeckem, ptidalo se 20-50 ul ATE
pufru a nechalo se inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté. Nésledn¢ se
centrifugovalo 1 minutu pti 14 000 x g. Nevyhazovat kolonku!

24.Kolonka byla ptesunuta do nové 1,5ml zkumavky se zdmeckem, piidalo se 20 ul
eluéniho pufru F, inkubovalo se 1 minutu a centrifugovalo 1 minutu pti 14 000 x g.

25. Vzorky byly oznaceny Stitkem a uchovany pii -20 °C v mrazaku.

DNA je centrifugaci
nanesena na matrix kolonky

@ Specialni kolonka s matrix zachycujici DNA

,‘ Z matrix je DNA vyplavena pufrem
centrifugaci do sbérné kolonky

Obrazek 9: Schéma kolonkové metody k izolaci DNA [92]

3.2.3 Kontrola ¢istoty a kvality DNA

Diulezitym krokem bylo ovéfit si, Ze eluat po izolaci obsahuje dostatecné mnozstvi
kvalitni DNA. Cistota a koncentrace extrahované DNA byla zkoumana spektrofotometricky
na spektrofotometru DeNovix. Jako slepy vzorek byl pouzit elu¢ni pufr F o objemu 2 pl. Déle
byly postupné ve stejném objemu nanaSeny vzorky. Pro hodnoceni Cistoty byla méfena
absorbance pfi 260 nm, 280 nm a 230 nm. Absop¢ni poméry 260/280, 260/230 se pouZzivaji
ke stanoveni Cistoty DNA a pfitomnosti kontaminantli ve vzorcich, které mohly vzniknout
béhem procesu extrakce DNA [93].

DNA je povazovana za cistou, pokud byl pomér Azs0/A280 mezi hodnotami 1,8 a 2,0

hodnota poméru Axeo/A230 by mél byt mezi 2,0 — 2,2.
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Mnozstvi genomické dsDNA byla poté kvantifikovana na Qubit® 1.0 Flourometer.
Tento  pfistroj umoziiuje pfesnou  kvantifikaci dsDNA s vyuzitim  specifického
fluorescen¢niho znaceni. Pro méfené roztoky byl do jedné zkumavky o objemu 1,5 ml
pripraven pracovni roztok. Pro kazdy vzorek bylo napipetovano 199 ul Qubit™ dsDNA BR
Buffer a 1 pl Qubit™ dsDNA BR Reagent. Pro méfeni standardu bylo do pfipravenych
mikrozkumavek pipetovano 190 ul ptipraveného pracovniho roztoku. Do jedné zkumavky
bylo ptidano 10 ul Qubit™ dsDNA BR Standard #1, do druhé Qubit™ dsDNA BR Standard
#2. Pro méfeni vzorku bylo do mikrozkumavky napipetovano 198 ul pracovniho roztoku a 2
pl DNA izolatu. Mikrozkumavky byly kratce zvortexovany a zcentrifugovany. Po 2 minutach
inkubace byla zmétfena koncentrace DNA. Vzorky byly poté ulozeny do mrazaku pti -20 °C

pro naslednou bisulfitovou konverzi.

3.2.4 Bisulfitova konverze DNA

Vsechny zkoumané vzorky byly podrobeny bisulfitovou konverzi. Bisulfitové oSetfeni
genomické DNA je pouzito pro konverzi vSech nemetylovanych cytosini na uracil, pficemz
metylované cytosiny zlstanou nedotCeny. Bisulfitova konverze byla provedena pomoci kitu
EZ DNA Methylation-Gold Kit. Postupovalo se podle navodu vyrobce. VSechny kroky
bisulfitové konverze, pokud v navodu nebylo uvedeno jinak, byly provedeny pii pokojové
teploté. Vstupni mnozstvi DNA bylo vypocitano podle vzorce uvedeného nize pro jednotlivé

vzorky, aby pozadované mnozstvi DNA v reakci bylo 500 ng.

500

Objem DNA [ul]:Vpya =
jem [uT]:Vina naméiena koncentrace DNA [ng - ul™1]

Objem DNase free vody [ul]:Vy,o = 20 — Vpyu

K eluci DNA bylo pouzito 15 pl (u vzorkl s koncentraci <20 ng/ul eluce do 10 pl)

elu¢niho pufru. Ziskana konvertovand DNA byla uloZena v mrazaku pii teploté — 20 °C.

Postup:

1. Piiprava master mixu CT Conversion Regent - do zkumavky bylo ptfidano 900 pl
vody, 300 pul M-Dilution pufru a 50 ul M-Dissolving pufru.
2. Zkumavky musely byt peclivé zvortexovany - ve zkumavce nesmi byt pfitomny

viditelné nerozpusténé kusy. Nechali jsme rozpoustét behem fedéni vzorku.
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10.
11.
12.

13.

Vstupni mnozstvi DNA bylo vypocitdno podle vzorce pro jednotlivé vzorky, aby
pozadované mnozstvi DNA v reakci bylo 500 ng. Konecny objem byl 20 ul. Byly
pouzity zkumavky o velikosti 0,2 ml.

Do kazdé zkumavky bylo ptidano 130 pl CT Conversion Reagent mixu, promichalo se
pipetovanim.

Smés byla rozdélena na dva stejné alikvoty (20 ul fedéné DNA + 130 pl master mixu
= 150 ul). Bylo potieba udé€lat dva alikvoty po 75 ul. Cykler neumi zahiat zkumavky
na objem 150 pl, proto bylo tfeba je rozdé€lit na polovinu.

Zkumavky byly pfemistény do cykleru a nastavil se program Bisulfite convertion
(Tab. 5).

Ptipravili jsme si kolonky. Na kazdou kolonku bylo pfidano 600 ul M-Binding puftru,
do kterého se ptidaly oba alikvoty vzorki.V kazdé kolonce tedy bylo 600 ul pufru +
75 ul + 75 pl alikvoth. Nasledné byly zkumavky promichdny pfetocenim.
Centrifugace 30 s pii 20 000 x g. Vylit protekly obsah.

Ptidat 100 pul M-Wash pufru na kolonku. Centrifugace 30 s pti 20 000 x g.

Ptidat 200 pl M-Desulphonation pufru na kolonku a nechat inkubovat na 15-20 minut
pii laboratorni teploté. Po inkubaci centrifugace na 30 s pti 20 000 x g.

Ptidat na kolonku 200 ul M Wash pufru, centrifugace 30 s pti 20 000 x g.

Opakovat krok 11.

Premistit kolonku do nové 1,5 ml zkumavky se zdmeckem. Ptidat 10/15 ul (dle
protokolu, posledni sloupecek) M-Elution pufru na filtr (nedotykat se filtru Spickou!)
Centrifugace 30 s pii 16 000 x g.

Vzorky byly oznaceny S§titky a uchovany na -20 °C v mrazaku v laboratofi.

Tabulka 5: Teplotni profil pro bisulfitovou koverzi

Krok Teplota [°C] Cas [min]
1 98 10
2 64 150
3 4 o0
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3.2.5 NavrZeni a syntéza specifickych PCR primeru

Bylo potteba navrhnout primery komplementarni k oblasti templatu DNA. Pro PCR
byly navrzeny HRM primery v parech — piedni, tzv. ,,forward* primer a zadni tzv. ,reverse*
primer. Pro gen ASCLI byly navrhnuty 2 pary primera a pro gen SLIT2 byl navrhnut 1 par
primerd. Primery byly navrzeny za pouziti voln¢ dostupného programu MethPrimer (1.0) [94]
s ohledem na skute¢nost, ze FFPE DNA je vysoce fragmentovana a amplikony delsi nez 200
bp maji za nasledek niz$i rozliSeni tani. Primery byly syntetizovany v biotechnologické
spolec¢nosti Generi Biotech v Hradci Kralové [95].

V obvyklém zépisu sekvence DNA se zapisuje horni vldkno z dvoufetézcové
molekuly DNA, a to ve sméru 5°->3’. Primery se navrhovaly podle sekvence vlakna.
Sekvence pfedniho primeru je totozna se sekvenci horniho vldkna. Pfedni primer umoziuje
syntézu horniho vldkna podle templatového spodniho vlakna. Zadni primer se navrhoval jako
komplementarni sekvence k hornimu vlaknu, ktera byla zapisovana ve sméru 3’->5". Proto pfi
navrhovani sekvence zadniho primeru podle horniho fetézce, jsme museli sekvenci primeru
Cist odzadu. Zadni primer umoziuje syntézu dolniho vldkna podle templatového horniho
vlakna. Pfi navrhovani sekvence primerti jsme dbali na to, aby oba primery mély pfiblizné
stejnou teplotu nasedani. Pravé teplota nasedani umoziiuje primerim nasednout na DNA

(Tab. 6) [96].

Sekvence primertt od 5'-konce k 3'-konci pro amplifikaci genu ASCLI [ (Primer
ASCLI1 HRM F1; Primer ASCL1 HRM R1) pro tuto diplomovou préci:
e Ptedni (forward) primer: TAGAGTTATTTGTTTTTTTTGTGA
e Zadni (revers) primer: AACTCTCCATTCAACTAAATTTATTA

Sekvence primerti od 5'-konce k 3'-konci pro amplifikaci genu ASCLI 2 (Primer ASCLI
HRM F2; Primer ASCL1 HRM R2) pro tuto diplomovou praci jsou nasledujici:
e Piedni (forward) primer: GTTGGGTGTTTTATTGAAAAGG
e Zadni (revers) primer: AACTATTTTTATTATTTTATTAACTCCC

Sekvence primeri od 5‘-konce k 3°-konci pro amplifikaci genu SLIT2 (Primer SLIT2
HRM F; Primer SLIT2 HRM R) pro tuto diplomovou praci jsou:
e Piedni (forward) primer: TTTTAATTTTGGTTTTTGTTTTTTTA
e Zadni (revers) primer: ACAAAAATATCCACTAATCAACACTC
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Tabulka 6: Parametry navrzenych primeri pro jednotlivé geny

Niazev genu | Velikost produktu [bp] | Teplota tani [°C] | Po¢et CpG mist v produktu
ASCLI1 1 157 67,8 13
ASCLI 2 163 76,1 8
SLIT2 155 64,8 5

3.2.6 Optimalizace real-time PCR

Byly navrzeny tii pary primert pro dva rozdilné geny (ASCLI a SLIT2). Lyofilizované
primery se rozpustily ve vyrobcem daném mnoZstvi vody, aby bylo dosazeno koncentrace
100 uM (zasobni roztok). Pro samotnou reakci byly primery dale nafedény na koncentraci 10
uM.

Nésledné byla nutna optimalizace k uréeni vhodné teploty pro naseddni primerti na
templatovou DNA (tzv. annealing). Zkousen¢ teploty nasedani primeri byly 61.4 °C, 59 °C,
57 °C, 55 °C. Volba spravné teploty byla také dilezitd pro ziskani dostatecného mnozstvi
produktl a zabranéni tvorbé dimert a nespecifickych produkti.

1. Prvni faze optimalizace byla provedena na Master Mix Top Bio. Reagencie (Tab. 7)

a teplotni profil (Tab. 8) pii piipravé Master Mixu jsou uvedeny v tabulkach. Byly

pouzity vzorky smésné gDNA a kontroly (smés kontrolnich vzorki, smés tumord,

metylovana kontrola, 10 % metylovand kontrola, nemetylovana kontrola, negativni
kontrola).

2. Druha faze optimalizace byla provedena na Master Mix Generi. Reagencie (Tab. 9) a
teplotni profil (Tab. 10) pfi ptipravé Master Mixu jsou uvedeny v tabulkach.

3. Treti faze optimalizace byla provedena na Master Mix Gold. Reagencie (Tab. 11) a
teplotni profil (Tab. 12) pfi ptipravé Master Mixu jsou uvedeny v tabulkach.

Optimalizace primeri neprobihala pomoci klasické gradientové PCR, ale ptimo
v pfistroji real-time CFX, ktery umoZiluje gradientovou PCR. Délka fragmentl a

nepiitomnost primer/dimer byla ovéfena pomoci agar6zové gelové elektroforézy.
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Tabulka 7: SloZeni smési pro piipravu real-time PCR s pouzitim Master Mixu Top Bio, BC

DNA - bisulfiticky konvertovana DNA, CC - karcinom délozniho ¢ipku

Pocet reakei
SloZka 1 | 44
Objem [ul]
voda 2,5 11
qPCR SYTO-9 Master Mix 2x 5 22
Primer ... HRM_...F (10 uM) 0,75 3,3
Primer ... HRM ..R (10 uM) | 0,75 3,3
9 39,6

Vzorek 1 pl smésné BC DNA z CC

Tabulka 8: Teplotni profil PCR pfi optimalizaci nasedani primert za pouziti Master Mixu

Top Bio
Teplotni profil pro CFX
Krok Teplota [°C] Cas
Pocatecni denaturace 94 5 min
Denaturace 94 60 s
PCR cyklovani 40x | Annealing 55-61.4 30s
Extenze 72 30s
Denaturace 95 2 min
HRM analyza >0 20 . .
55-95 5s incr. 0.2°C
Ochlazeni 40 I min

Tabulka 9: SloZzeni smési pro pfipravu real-time PCR s pouzitim Master Mixu Generi, BC

DNA - bisulfiticky konvertovand DNA, CC - karcinom délozniho ¢ipku

Pocet reakci
Slozka 1 | 64
Objem [pl]
voda 2,5 16
gb HRM PCR Master Mix 2x 5 32
Primer ... HRM_...F (10 uM) 0,75 4,8
Primer ... HRM ...R (10 uM) 0,75 4,8
9 57,6
Vzorek 1 pl smésné BC DNA z CC
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Tabulka 10: Teplotni profil PCR pfi optimalizaci nasedani primerti za pouziti Master Mixu

Generi
Teplotni profil pro CFX
Krok Teplota [°C] Cas
Pocatecni denaturace 95 3 min
Denaturace 95 5s
PCR cyklovani 40x | Annealing 57 10 s
Extenze 72 20's
Denaturace 95 2 min
, 50 20s
HRM analyza 55-85 5s | incr. 0.2°C
Ochlazeni 40 1 min

Tabulka 11: Slozeni smési pro piipravu real-time PCR s pouzitim Master Mixu Gold, BC

DNA — bisulfiticky konvertovand DNA

Pocet reakci
Slozka 1 | 64
Objem [pl]

voda 4.8 30,72

Reaction Buffer (II, bez MgCl,) 10x 1 6,4

MgCl2 25 mM 1 6,4
dNTPs 0,8 5,12

Primer SLIT2 HRM F (10 uM) 0,5 3,2

Primer SLIT2 HRM R (10 uM) 0,5 3,2
SYTO9 100x ted. 0,3 1,92
Gold polymerase 0,1 0,64
> 9 57,6

BC DNA 1
| 10
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Tabulka 12: Teplotni profil PCR pfi optimalizaci nasedani primerti za pouziti Master Mixu

Gold
Teplotni profil pro CFX
Krok Teplota [°C] Cas
PocateCni denaturace 95 3 min
Denaturace 95 5s
PCR cyklovani 40x | Annealing 57 10 s
Extenze 72 20's
Denaturace 95 2 min
HRM analyza >0 20 . .
55-85 5s incr. 0.2°C
Ochlazeni 40 I min

3.2.7 Kvantitativni PCR pro detekci metylace

Metylovand DNA a nemetylovand DNA ziskavaji po zpracovani bisulfitem rizné
sekvence, coz vede k produktim PCR s vyrazné odlisSnymi profily tani. Pouzili jsme PCR k
amplifikaci metylovanych i nemetylovanych sekvenci a hodnotili jsme je metodou MS-HRM
(methylation-sensitive high-resolution melting) pro urfeni rozsahu metylace v oblasti
promotoru u genu ASCLI. Vyhodnoceni metylace vzorkll probéhlo za pouziti softwaru Bio-
Rad CFX Maestro 2.0 a Bio-Rad Precision Melt Analysis Software 1.3.

Metylaéné specifické tani s vysokym rozliSenim vyuziva vlastnosti fluorescencni
barvy, v nasem piipad¢ SYTO-9, ktera se po navazani na dvouvlaknovou DNA stava siln¢
fluorescentni. Béhem postupného zahtivani dochazi k meltingu (denaturaci) DNA a barva se z
jednofetézcii uvoliuje, coz se projevuje poklesem fluorescence.

Ke stanoveni procenta metylace vzorku byla pouzita jako standard pln¢ metylovana a
plné nemetylovand DNA, které byly smichany v urcitych pomérech a od nichZ jsme stupeii

metylace odecitali. My jsme si vytvotili 10 %, 25 % a 50 % kontrolu.

Postup:

1. Byl pfipraven Mastex Mix, ktery obsahoval reagenci podle uvedené tabulky niZe pro
kazdy amplikon (Tab. 13, 15).

2. Do jednotlivych jamek PCR desticky bylo pipetovdno 9 pl Master Mixu a 1 ul
analyzované DNA.

3. Desticka byla piekryta folii, kratce stocena na centrifuze a vlozena do termocykléru s

nastavenym programem (Tab. 14, 16).
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Tabulka 13: Reagencie pti MS-HRM pro amplikon ASCL1 1

Pocet reakei
Slozka 1| 59
Objem [pl]

voda 2,50 147,5

qPCR SYTO-9 Master Mix 2x 5 295
Primer ASCL1_HRM F1 (10 uM) 0,75 4425
Primer ASCL1_HRM R1 (10 uM) | 0,75 44,25

> 9 531

Vzorek |1 pl BC DNA

Tabulka 14: Teplotni profil pro amplikon ASCL1 1

Teplotni profil pro CFX

Krok Teplota [°C] Cas

Pocatecni denaturace 94 5 min
Denaturace 94 60 s

PCR cyklovani 40x |Annealing 57 30s
Extenze 72 30s

Denaturace 95 2 min
, 50 20 s

HRM analyza 55.85 55 | incr. 0.2°C
Ochlazeni 40 1 min

Tabulka 15: Reagencie pii MS-HRM pro amplikon ASCL1 2

Pocet reakci
Slozka 1 | 59
Objem [pl]
voda 2,50 147,5
gb HRM PCR Master Mix 2x 5 295
Primer ASCL1I_HRM F2 (10 uM) 0,75 44,25
Primer ASCL1_HRM R2 (10 uM) 0,75 44,25
> 9 531
Vzorek 1 pl BC DNA
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Tabulka 16: Teplotni profil pro amplikon ASCL1 2

Teplotni profil pro CFX
Krok Teplota [°C] Cas
PocateCni denaturace 95 3 min
Denaturace 95 5s
PCR cyklovani 40x | Annealing 57 10 s
Extenze 72 20's
Denaturace 95 2 min
HRM analyza >0 20 . .
55-85 5s incr. 0.2°C
Ochlazeni 40 I min

3.3 Zpracovani dat a statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu STATISTICA (softwarovy systém
pro analyzu dat) verze 14.0.15 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Provedeny statisticky test byl
oboustranny a statistickd vyznamnost byla narokovéna pro hodnotu P <0,01 nebo <0,05.
Vztah mezi metylaci gent a dalSimi nezavislymi faktory byl analyzovan pomoci metody Chi-
kvadrat test a Fisheriv exaktni test. Pro dvé kategorické proménné byl pouzit Fishertv
exaktni test a pro vice kategorii Chi-kvadrat. Zaroven byla vytvorena heatmapa (Ptiloha A)
pomoci programu GraphPad Prism v. 8.0.1, kde jsou hodnoty metylace reprezentovany na

skale vice barev.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Nejprve jsme na zdkladé literarni reSerSe vyhledali geny s prokdzanou metylaci u
karcinomu délozniho ¢ipku (Tab. 17). U téchto geni byla ovéfena metylace v projektu TCGA
dat prohlizeCem Mexpress. Pro dalsi analyzu jsme si vybrali 2 geny, ASCLI a SLIT2.

Gen ASCLI jsme si pro nasi praci vybrali z divodu jeho zvySené metylace DNA u
karcinomu dé€lozniho ¢ipku, kterou ve své studii prokazal [97]. Zaroven se jeho hladiny
metylace vyznamné zvySovaly se zavaznosti onemocnéni ve studii [98], coZ by z n¢j mohlo
ucinit vhodny biomarker pro vcasnou diagnostiku.

Statisticky zvySena metylace byla potvrzena i po analyze TCGA dat (Obr. 10)

Gen SLIT2 jsme si vybrali z divodu jeho vyrazné snizené exprese a mnohocetné
metylace (52 %) lokalizované na chr. 4p15.31, u souboru pacientli s karcinomem dé¢lozniho
¢ipku ve studii [99]. Dalsi publikovany vyzkum [100] ukézal, ze gen SLIT? je tumor
supresorovy gen, ktery je inaktivovan delecemi a hypermetylaci jeho promotorovych oblasti u
ruznych typt epitelidlnich  tumorli, vcetné karcinomu délozniho ¢ipku. Navic
odstranéni SLIT2 lokusu bylo spojeno se Spatnym piezitim u pacientek s karcinomem
délozniho cipku [101]. Statisticky zvySena metylace byla potvrzena i po analyze TCGA dat
(Obr. 11). VSechny vySe uvedené duvody ukazuji na jeho duilezity vyznam v cervikalni

tumorigenezi a je vhodnym kandidatem pro nasi analyzu.

Tabulka 17: Geny s prokazanou metylaci v jejich promotorové oblasti

Geny s prokazanou metylaci u karcinomu déloZniho ¢ipku
ASCLI | DPYS lEPB4 1L3| HICI MAL | RARB | SLIT2 | WIFl |ZNF582
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4.1 Vysledek optimalizace PCR

Cilem optimalizace bylo zajisténi specifické¢ho pribéhu PCR reakce, tak aby vznikal
pouze jediny produkt odpovidajici vybranému tuseku pro amplifikaci. Optimalizace spocivala
v uréeni vhodné teploty (annealing) pro nasedani primert, pfi které nedochazi k tvorbé
vedlejsich produktd v podobé primert/dimert.

Jelikoz vSechny navrzené primery nebylo mozné zoptimalizovat na jeden master mix
pti pouziti gradientové PCR, byly zvoleny riizné master mixy obsahujici odlisné polymerazy.
Pti nasi studii jsme pouzili 3 pary primert (Master Mix Top Bio, Master Mix Generi a Master
Mix Gold) pro 2 rizné geny (ASCLI a SLIT2) pokryvajici promotorovou oblast a oblast
exonu 1 genti. Optimalizace teplot pro nasedani primera byla pii 61.4 °C, 59 °C, 57 °C, 55
°C. De¢lka amplifika¢nich produktl a nepfitomnost primer/dimer byla ovéfena pomoci
agardzove gelové elektroforézy (Obr. 12). Byl pouzit DNA marker o velikosti 50 bp. Na gelu
se nas produkt nachdzel mezi velikosti 150 bp a 200 bp, coz odpovida predpokladané
velikosti 163 bp, zaroven se potvrdila nepfitomnost primer/dimer.

Primery ASCL1 HRM F1 a ASCL1 HRM RI1 se podafilo zoptimalizovat na Master
Mix Top Bio. Ideélni teplota annealingu byla stanovena na 57 °C. Primery ASCL1 HRM F2
a ASCL1 HRM R2 se podafilo zoptimalizovat na Master Mix Generi. Teplota
annealingu byla stanovena na 57 °C. Trteti amplikon s primery SLIT2 HRM F; Primer SLIT2
HRM R se nepodatilo zoptimalizovat ani na jednu ze tfi uvedenych variant. Gen SLI72 byl
tedy vyfazen zanalyzy a v ndsledujicich krocich se snim nepracovalo. Nepodafena

Uspé$nost optimalizace jsme zkontrolovali dle amplifika¢nich kiivek a kiivek tani

(Obr. 13), zda v pribéhu reakce vznikaji nespecifické produkty ¢i primery-dimery.
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Obrazek 12: Vysledek teplotni gradientové PCR vizualizovany na agarézovém gelu.

Nepftitomnost primer/dimer, silny prouzek produktu PCR na gelu.
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Obrazek 13: Amplifikacni kiivka (A) a kiivka tani (B) a pik prvni derivatizace kiivky tani pii
idedlnim pribehu amplifikace u optimalizovaného amplikonu ASCL1 1 na Master Mixu Top
Bio. Byly pouzity vzorky po bisulfitové konverzi a jako kontrola poslouZzila metylovana
DNA, metylovand DNA z 10 % a nemetylovand DNA.
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4.2 Vysledek MS-HRM analyzy

Promotorova metylace amplikonu ASCL1 1 u karcinomu déloZniho ¢ipku
Stav metylace amplikonu ASCLI 1 po bisulfitové konverzi DNA byl detekovan pomoci
metylacné specifické analyzy tani s vysokym rozlisSenim (MS-HRM) s pouzitim pfistroje Bio-
Rad CFX96 Touch™ v rozsahu 90 vzorkil (62 vzorkli odebranych z délozniho cipku
s nadorovym bujenim a 28 nenddorovych kontrolnich vzorki bez diagndézy nadorového
bujeni). U zbylych 10 vzorkli (8 vzorkd s tumory a 2 kontroly) nebyla zaznamenana
amplifikace. Vzorek jsme povazovali za metylovany, kdyZz detekovand metylace byla nad

mezni hodnotu 10 % (Obr. 14) (vyssi metylace nez kontrola metylovana z 10 %).

NORMALIZOVANY VYSLEDEK MS-HRM

normalizovana fluorescence

teplota (°C)

DERIVACE KRIVEK TANI

lmetylované kontrola

metylovany vzorek
metylovana kontrola 50 %
metylovana kontrola 25 %
metylovana kontrola 10 %
nemetylovany vzorek
nemetylovana kontrola

derivace fluorescence

teplota (°C)

Obrazek 14: Reprezentativni grafy z MS-HRM amplikonu ASCLI1 1
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Pomoci MS-HRM byla zjisténa statisticky vyznamné vys$si pfitomnost metylace sledované
promotorové oblasti ASCLI (p=0,000) u vzorkl karcinomu délozniho ¢ipku v porovnani s
nenddorovou tkani délozniho Cipku. Metylace promotorové oblasti u amplikonu ASCLI 1
byla detekovana u 63 % (39 z 62) vzorkl s tumory. Pocet nemetylovanych vzorki s tumory
byl 37 % (23 z 62). VSech 28 kontrolnich vzorki bylo nemetylovanych. Stupeni metylace byl
dale klasifikovan v jednotlivych trovnich: zadna (0 %), nizka (10-25 %), stiedni (25-50 %) a
vysoka (> 50 %) (Tab. 18). Nejcastéji byl zaznamenan nizky stupném metylace 40 % (25
7 62) u vzorkl s nddorovym bujenim. Statisticky vyznamna vyznamné bylo urceni metylace

pozitivni a negativni, ale uroven metylace nekoreluje s klinickopatologickymi parametry.

Tabulka 18: Stupeit metylace v jednotlivych kategoriich u amplikonu ASCLI 1

ASCL1_1 st tyl
Klinicko-patologick4 data n Pocet % — Sy meryace
Nemet. Met. % Met
Zadna 23 37 23 0 0%
. nizka 25 40 0 25 100%
Stupeii metylace stredni 62 12 19 0 12 100%
vysoka 2 3 0 2 100%

Promotorova metylace amplikonu ASCL1 2 u karcinomu déloZniho ¢ipku
Stav metylace amplikonu ASCLI 2 po bisulfitové konverzi DNA byl detekovan pomoci
metylacné specifické analyzy tani s vysokym rozliSenim s pouzitim pfistroje Bio-Rad CFX96
Touch™ v rozsahu 90 vzorki (62 vzorkl odebranych z délozniho ¢ipku s nddorovym bujenim
a 28 nenadorovych kontrolnich vzorkii bez diagnézy nédorového bujeni). U zbylych 10
vzorkll (8 vzorku s tumory a 2 kontroly) nebyla zaznamenana amplifikace. Vzorek jsme
povazovali za metylovan, kdyZ detekovana metylace byla nad mezni hodnotu 10 %. Pomoci
MS-HRM byla zjisténa statisticky vyznamné vys§i pfitomnost metylace sledované
promotorové oblasti ASCLI 2 (p=0,000) u vzorkd karcinomu délozniho ¢ipku v porovnéni s
nenddorovou tkani délozniho ¢ipku. Metylace promotorové oblasti u amplikonu ASCLI 2
byla detekovana u 65 % (40 z 62) vzorki s tumory. Pocet nemetylovanych vzorki s tumory
byl 35 % (22 z 62). VSech 28 kontrolnich vzorki bylo nemetylovanych. Stupeni metylace byl
dale klasifikovan v jednotlivych stupnich: Zadna (0 %), nizké (10-25 %), stiedni (25-50 %) a
vysoka (> 50 %) (Tab. 19). Nejcastéji byl zaznamenan nizky stupném metylace 40 % (25 z

62) u vzorki s karcinomy.
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Tabulka 19: Stupent metylace v jednotlivych kategoriich u amplikonu ASCL1 2

ASCL1_2 st tyl
Klinicko-patologicka data n Pocet % —~ Savmetyace
Nemet. Met. % Met
Zadna 23 37 23 0| 0%
. . nizka 25 40 2 23] 92%
Stupeii metylace stredni 62 12 19 0 12| 100%
vysoka 2 3 0 2| 100%

Specificita a senzitivita testu

Senzitivita neboli citlivost testu a specificita jsou dva dulezité statistické udaje, které
hodnoti kvalitu diagnostického testu. Pro amplikon ASCL1 1 byla vyhodnocena senzitivita
testu 0,73 (73 %) a specificita testu 1 (100 %). Pro amplikon ASCL1 2 byla vyhodnocena
senzitivita testu 0,74 (74 %) a specificita testu 1 (100 %). Senzitivita naseho testu pfi
kombinaci obou amplikonti (ASLC1 1 a ASCL1_2) nabyva hodnoty 0,76 (76 %) a specificita
testu pro nabyva hodnoty 1 (100 %). V tomto pfipadé neméd velky vyznam kombinovat
amplikony, protoze vysledek testu se t¢émét shoduje s vypocty pro jednotlivé amplikony.

Senzitivita 76 % vyjadiuje ispeSnost, s niz test zachyti pfitomnost sledovaného stavu.
Specificita 100 % znamend, Ze test nebude pozitivni ani u jednoho vySetfovaného zdravého

¢loveéka a vSichni zdravi budou mit test negativni.

4.3 Korelace s klinicko-patologickymi daty

Pro jednotlivé amplikony byl jejich stav metylace u vzorka karcinomu délozniho
¢ipku porovnan s klinicko-patologickymi daty, které jsou shrnuty v tabulkach (Tab. 20,21).
Za statisticky signifikantni rozdily byly povazovany korelace, kde p-hodnota byla <0,05.
Stredni vek (median) v dob¢ diagndzy byl 52 let (rozmezi 25-76 let) u nadorové skupiny
pacientek.

U amplikonu ASCL1_1 byla pozorovana signifikantné (p=0,05) vyssi cetnost
metylace u pacientl, kterym byl odebran vzorek tkan€ pii hysterektomii oproti konizaci. Byla
pozorovana vyssi Cetnost metylace u histopatologického gradingu (p=0,20) G2 (60,9 %) a G3
(84,6 %). Zachycena byla piedev§im zvySend metylace pii invazi karcinomu do lymfatickych
cév (p=0,001). Byla zaznamenéna korelace Sifeni nadoru s metylaci DNA do okolni tkan¢, a
to vyznamné v pfipadé Siteni do CK junkce (p=0,002), do endometria (p=0,038), do
myometria (p=0,024) a do parametrii (p=0,015). Vyssi korelace byla zjiSténa u metylace
DNA a TNM Kklasifikace (p=0,013), kde vyssi Cetnost metylace byla pozorovana u kategorie
T2 (100 %) v porovnani s kategorii T1 (56,6 %). Pozorovana byla signifikantné (p=0,019)
vy$si Cetnost metylace u FIGO stadia I1 (100 %) a III (100 %) oproti stadiu I (54,9 %).
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U amplikonu ASCL1_2 byla zachycena piedev§im zvySend metylace pii invazi
karcinomu do lymfatickych cév (p=0,004). Byla zaznamendna korelace Sifeni nadoru
s metylaci DNA do okolni tkédné, a to vyznamné do CK junkce (p=0,014), do endometria
(p=0,038), do myometria (p=0,024) a do parametrii (p=0,015). Metylace promotoru
ASCLI1 2 byla vyznamn¢ asociovana s karcinomy vyssiho stupné T stadia u TNM klasifikace
(p=0,016), kde vyssi ¢etnost metylace byla pozorovana u kategorie T2 (100 %) v porovnani s
karcinomy nizsiho stadia T1 (58,5 %). Byla pozorovana signifikantné (p=0,026) vyssi Cetnost
metylace u pacientil s FIGO stadiem II (100 %) a III (100 %) oproti stadiu I (56,9 %).

Ani u jednoho z amplikonil nebyla nalezena korelace mezi metylaci DNA a vekem,
HPV typem, invazi do krevnich cév, s perineuralnim S§ifenim, Sifenim do poSevni manzety,

vyskytem a typem prekancer6z, poc¢tem pifitomnych lymfatickych uzlin a kategorii pN.
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Tabulka 20: Klinicko-patologicka data porovnana s procentem (%) metylovanych vzorkl u

amplikonu ASCL1 1

ASCL1_1 stav metylace

Klinicko-patologicka data n Pocet % p
Nemet. Met. % Met
" <50 30 48 12 18 60%
vek > 50 2 ™% = [ 1 21 | 6se% | Y
1 0,
Typ vzorku it T T 7
vysoce rizikovy " 33 75 9 24 72,7%
HPV typ nizce rizkovy 44 1 25 5 6 5450 | 202
Gl 3 5 3 0 0%
Grading G2 62 46 74 18 28 60,9% | 0,020
G3 13 21 2 11 84,6%
- , ano 16 70 1 15 93,8%
Ivaze do lymfatickych cév > - 7 30 3 > 28.6% 0,001
do krevnich cév ano 3 13 0 3 100% 0,270
ne 20 87 6 14 70% ’
. iy ano 6 10 1 5 83,3%
perineuralni e 62 36 90 35 32 60.7% 0,276
I . ano " 4 8 0 4 100%
do poSevni manzety > 53 79 G7) ox 53 57.1% 0,092
. ano " 12 22 0 12 100%
do CK junkce s 54 ) 73 X 31 30% 0,002
Sov . . ano « 6 11 0 6 100%
SiFeni do endometria s 54 23 %0 i 7 56.3% 0,038
. ano « 7 13 0 7 100%
do myometria s 54 47 87 1 26 55.3% 0,024
., ano " 8 15 0 8 100%
do parametrii s 54 76 35 X 35 54.3% 0,015
.. ano " 4 7 0 4 100%
jinam e | 51| 94 | 21 30 | 58.8% | 193
. ano 53 85 20 33 62%
Prekanceréza e 62 9 G 3 3 7% 0,800
HSIL CINT 1 2 0 1 100%
Prekancero6za typ CINTII 53%* S 0,670
51 96 20 31 61%
LSIL 1 2 0 1 100%
VR , <30 " 36 80 11 25 69% 0,463
Pocet pritomnych LU >30 45 9 20 1 ] 89% 0.109
g T1 53 85 23 30 56,6%
§_‘ pT 62 0,013
< 2 9 15 0 9 100%
<9
<
2
2 pNO 43 93 17 26 60,5%
«
= pN 46* 0,170
E pN1 3 7 0 3 100%
=)
§ I 51 82 23 28 54,9%
E I 62 6 10 0 6 100% | 0.019
w»
o
Q
= 111 5 8 0 5 100%

* V téchto ptipadech nejsou dil¢i soucty vztazeny k celkovému poctu zapojenych pacientti z ditvodu nedostatku

poskytnutych dat. ** Pokud je hodnota p mensi, nez 0,05, je korelace statisticky. Pokud je hodnota p mensi nez

0,001 korelace ma vysokou statistickou vyznamnost.
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Tabulka 21: Klinicko-patologické data porovnana s procentem (%) metylovanych vzorki u

amplikonu ASCL1 2

L. L, . ASCL1_2 stav metylace
Klinicko-patologicka data n Pocet % p
Nemet. Met. % Met
« <50 30 48 11 19 63,3%
Vik > 50 62 % | 52 | 11 21 | 65.6% | 80
hysterektomie 41 66 12 29 70,7%
Typ vzorku Konizat 62 21 34 10 | s24% | %150
vysoce rizikovy % 33 75 8 25 75,8%
HPV typ nizce rizikovy 44 11 | 25 5 6 | s45% | >80
Gl 3 5 2 1 33,3%
Grading G2 62 46 74 17 29 63,0% 0,330
G3 13 21 3 10 76,9%
L, , ano 16 70 2 14 87,5%
| do lymfatickych cév s - 7 30 5 2 28.6% 0,004
nvaze do kevnich & ano 3 13 0 3 100% | 0510
0 kreviich cev ne 20 87 7 13 65% *
. o ano 6 10 2 4 66,7%
perineuralni s 62 3 ) 20 36 64.3% 0,908
., N ano N 4 8 0 4 100%
do posevni manzety s 53 29 o7 X 3 57.1% 0,092
. ano % 12 22 1 11 91,7%
do CK junkce s 54 o) 73 30 o7 52.4% 0,014
Sow s . ano % 6 11 0 6 100%
Sifeni do endometria s 54 3 30 1 57 56.3% 0,038
. ano % 7 13 0 7 100%
do myometria s 54 e 37 ox 6 55.3% 0,024
. ano % 8 15 0 8 100%
do parametrii s 54 76 35 1 75 54.3% 0,015
.. ano % 4 7 0 4 100%
jinam e | D 51| 94 | 21 30 | s88% | 2103
. ano 53 85 18 35 66,0%
Prekanceroza o 62 ) 5 2 3 55.6% 0,540
0,
Prekanceréza typ HSIL ] 53% : ’ ’ : Lo 0,580
¥ CINTI 51 96 18 33 64.7% |
LSIL 1 2 0 1 100%
- w , <30 % 36 80 9 27 75% 0,402
Po&et pFitomnych LU =30 45 9 20 1 8 | 88.89% | 0,109
;§ T1 53 85 22 31 58,5%
;‘ pT 62 0,016
=3 T2 9 15 0 9 100%
g
=
.E pNO 43 93 18 25 58,1%
= pN 46* 0,151
§ pNI1 3 7 0 3 100%
=
)
§ | 51 82 22 29 56,9%
£
=2
i I 62 6 10 0 6 100% | 0:026
v
o
@)
= I 5 8 0 5 100%

* V téchto piipadech nejsou dil¢i soucty vztazeny k celkovému poctu zapojenych pacientl z ditvodu nedostatku

poskytnutych dat. ** Pokud je hodnota p mensi, nez 0,05, je korelace statisticky. Pokud je hodnota p mensi nez

0,001 korelace ma vysokou statistickou vyznamnost.
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Vysledky jednotlivych ¢asti nasi prace jsme diskutovali s publikovanymi studiemi.

Karcinom délozniho ¢ipku je druhym nejéastéjsim karcinomem u Zen a nejcastéjSim
gynekologickym karcinomem. V soucasné dobé¢ se oblast genetiky nadorti vyvinula tak, ze
zahrnuje novy typ regulace za pomoci epigenetickych zmén. Rostouci pocet studii prokazal
vyznam metylace DNA v expresi specifickych genti a v progresi rakoviny delozniho
¢ipku. Stanoveni profili metylace DNA téchto genli mize pomoci pii v€asné prevenci a
diagnostice, sledovani recidivy, prognéze a 1€cb¢ pacientek s rakovinou d€lozniho ¢ipku. V
této praci jsme se zaméfili pravé na jednu z téchto epigenetickych zmén, a to na metylaci
promotorovych oblasti ndmi vybranych genti za ucelem najit vhodny diagnosticky marker pro
karcinom dé€lozniho ¢ipku, ktery by mohl byt pfipadné vySetfovan neinvazivné a predikoval
by chovani karcinomu. Pro naSi praci jsme si na zdklad¢ literarni reSerSe zvolili dva geny
ASCLI a SLIT2, kdy hlavni podminkou pro vybér do nasi studie byla prokézana ptitomnost
metylace DNA v jejich promotorové oblasti v ramci dat z projektu TCGA data. To jsme si
ovéfili prohlize€em Mexpress.

Gen SLIT2 (Slit Guidance Ligand 2) je nervova navadéci molekula lokalizovana na
chromozomu 4p15.2 a s jejim piibuznym receptorem ROBOI (Roundabout) hraji zésadni roli
ve vyvoji nervového systému. Nicméné jeji funkce nejsou omezeny pouze na tento
systém. Signalni draha SLIT/ROBO funguje také pii vyvoji srdce, gonad, folikuli a
ledvin. Osa SLIT-ROBO hraje dutlezitou roli v normalni biologii kmenovych bunck s
moznymi dopady na vznik rakovinnych kmenovych bunék [102]. Cetné studie prokazaly
snizenou expresi genu SLIT2 u Siroké Skaly nadort, coz zdiraziuje jeho potencial jako
nadorového supresoru. Bylo vSak publikovano, Ze signalizacni osa SLIT2/ROBOI1 vyvolava
bud’ supresivni nebo stimula¢ni G¢inky na rist nadoru a metastazy, v zavislosti na bunééném
kontextu [103]. Signaliza¢ni osa SLIT2/ROBO1 potlacuje rist nebo metastazy u karcinomu
prsu na druhou stranu podporuje riist a metastdzy u kolorektdlniho karcinomu a chemicky
indukovaného spinocelularniho karcinomu. Tyto vysledky podtrhuji mnohocetné ucinky
signalni drahy SLIT2/ROBO1 na progresi nadoru [103]. Ve studii [99] byl analyzovan stav
metylace promotoru/exonul u SLIT2 a ROBOI v karcinogenezi délozniho ¢ipku, kde byla
prokézana jejich snizena exprese v cervikalnich 1ézich. Metylace
promotoru SLIT2 a ROBO! by tedy mohla odpovidat za snizenou expresi téchto genti béhem
karcinogeneze délozniho ¢ipku. Zavér této studie vykazoval epigenetické zmény v alesponi
jednom z genu SLIT2 nebo ROBO1, cozZ ukazuje na jejich vyznam v cervikalni tumorigenezi

[99].
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Gen ASCLI (Achaete-scute homolog 1) je lokalizovan na chromozomu 12 a hraje
klicovou roli v neurondlni diferenciaci. Pisobi jako transkripéni faktor, ktery zpfistupiiuje
uzavieny chromatin a umoziuje dal$im faktorim vazat se a aktivovat nervové drahy. Pfimo
vaze motiv E boxu (5'-CANNTG-3") na promotory a podporuje transkripci neuronovych
gend. Hraje roli v ranych fazich vyvoje specifickych nervovych linii ve vétsiné oblasti CNS
(centralni nervova soustava) a n¢kolika linii v PNS (periferni nervova soustava). Gen je
nezbytny pro generovani ¢ichovych a autonomnich neuront [104]. Mutace v tomto genu
mohou ve vzacnych piipadech prispivat k fenotypu kongenitdlniho centralniho
hypoventila¢niho syndromu (CCHS) [105].

Pfed stanovenim rozsahu metylace konkrétnich genti bylo potieba optimalizovat
specifické primery k zajisténi specifického pribé¢hu PCR reakce. Gen SLIT2 se nam bohuzel
nepodafilo optimalizovat, a proto byl z dalSich analyz vyfazen. Nepodaiena optimalizace
mohla spocivat v chybném navrhu primerii a pfi nastaveni podminek pro PCR ¢i ve volbé
DNA polymerazy. Ve studii (106,107) s optimalizaci neméli problém, zvolili odlisné primery.
U genu ASCLI byly navrzeny 2 pary specifickych primera a to pro amplikon ASCLI I a
ASCLI 2 pokryvajici promotorovou oblast a oblast exonu 1. Amplikon ASCL1 1 se podatilo
zoptimalizovat na Master Mix Top Bio a druhy amplikon ASCL1 2 se podafilo
zoptimalizovat na Master Mix Generi.

Pro metylacni analyzu byla DNA podrobena bisulfitové konverzi pomoci EZ DNA
Methylation Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Tento kit zvolili pro svou studii i [108].
K naslednému vyhodnoceni metyla¢niho stavu promotort genu ASCLI jsme pouzili metodu
MS-HRM, kterd je zalozena na zménach teploty tdni DNA v roztoku. Vyhodou této metody je
analyza vSech CpG ostravka amplikonu. Dalsi dilezity parametr pro vybér této metody byl
pro nas fakt, Ze celd metoda se uskutecniuje v PCR zkumavce. To znamen4, Ze analyza vzorku
probihd, ve zkumavce, ve které byl amplifikovan. To ndm zajistilo dostate¢nou rychlost
zpracovani vzorki a eliminaci pfipadné kontaminace produktu PCR, které byvaji v klinickych
vyzkumech velkym problémem.

Analyza 28 nenadorovych kontrolnich vzorki bez diagndézy nadorového bujeni
neprokdzala Zadny dlikaz hypermetylace promotoru ani u jednoho amplikonu. NaSimi
vysledky se nam vSak podatilo prokazat u vzorkl odebranych z dé€loZniho ¢ipku s nddorovym
bujenim jiz dfive publikovanou [97,98] zvySenou metylaci u obou amplikont ASCLI. Stupeni
metylace byl ddle klasifikovéan v jednotlivych trovnich: zadna (0 %), nizka (10-25 %), stfedni
(25-50 %) a vysokd (> 50 %). V ramci vicetroviiové komplexni analyzy ASCLI jsme v

relevantnich pfipadech provedli také srovnani naSich vysledkii s daty ziskanymi z TCGA
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databaze. TCGA data zahrnovala ptedevsim udaje o metylacnim stavu CpG ostravki, ale také
o expresi ASCLI na arovni mRNA, a také vybrand klinicko-patologicka data jednotlivych
nadori. Nase vysledky odpovidaly TCGA datim.

Specificita naseho testu vysla 1 (100 %) a senzitivita 0,76 (76 %). Nizka senzitivita je
problém a bylo by potieba rozsifit analyzu o dalsi geny. Je dilezité podotknout, ze senzitivita
a specificita nevypovidaji o diagnostické hodnoté testu zcela vycerpavajicim zplisobem,
nebot’ hodnoti vysledky jen z pohledu srovnani ,,vysledek vs skutecnost™. Avsak v klinické
praxi je vysledek testu jedinou informaci, kterou ma diagnostikujici Iékar k dispozici [109].

Po statistickém vyhodnoceni naSich vysledkd byla pozorovana vyznamna predikce
invazivnosti nadoru. Vysledky naSi studie naznacuji, ze zvySend metylace promotoru
ASCL1 1a ASCL1 2 byla vyznamné asociovana s invazi karcinomu do lymfatické tkané, do
CK junkce, do endometria, do myometria a do parametrii a miize tedy predstavovat indikator
potencialni invaze karcinomu do okolnich tkéni. Rozsah nddorového bujeni v téle hodnoti tzv.
staging. V na$i praci jsme zjistili vyznamnou korelaci metylace DNA u vzorki, kde se
karcinom S$itfil mimo délohu (stadium II) a u vzorki s prokdzanou invazi do lymfatickych
1éCby a progndze onemocnéni. Zajimava studie [111] prokazala, ze pravé gen ASCLI tidi
expresi genl spojenych s epitelidlné-mezenchymalni tranzici (EMT) v bunéénych liniich
rakoviny hrtanu. EMT je komplexni vyvojovy program, ktery umoznuje rakovinnym buiikam
potlacit jejich epitelialni rysy a vede ke zméné epitelialniho fenotypu buiikky v mezenchymalni
typ. Tato zména umoziuje bunkdm ziskat mobilitu a schopnost migrovat z primarniho mista
[112]. Ptfechod z epitelu na mezenchym hraje i1 dilezitou roli v progresi a metastdzovani
rakoviny dé¢lozniho ¢ipku [113]. Vyznam genu ASCLI1 a jeho mechanismy u karcinomu

délozniho ¢ipku vSak stale nejsou zcela zndmy.
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5 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala hleddnim potencidlniho diagnostického a
prognostického markeru pro karcinom délozniho ¢ipku zalozeného na analyze metylace DNA,
ktery by se mohl vySetfovat za pouziti neinvazivnich metod.

Na zéklad¢ literarni reSerSe jsme nalezli dva geny, a to ASCLI a SLIT2, u kterych byla
v jejich promotorové oblasti prokazana metylace v projektu Atlas rakovinového genomu
prohlizecem Mexpress. Oba geny byly v odborné literatufe spojovany s piipady karcinomu
délozniho ¢ipku.

Pro gen ASCLI byly navrhnuty dva pary primert a pro gen SLIT2 byl navrhnut jeden par
primert. Nasledné byla provedena optimalizace k dosazeni optimalni teploty pro jejich
naseddni na DNA. Potykali jsme se s problémem pii optimalizaci primerd u genu SLI72,
zpusobeného pravdépodobné nevhodné navrzenou sekvenci primerd.

Pro urceni rozsahu metylace v oblasti promotoru u genu ASCL! byla zvolena metoda MS-
HRM, kter4 je vyuZivana pro analyzu nekvalitni DNA izolované z parafinovych blockl. Nase
data ukdzala statisticky vyznamné vyssi pritomnost metylace sledované promotorové oblasti
amplikonu ASCLI 1 a ASCLI 2 (p=0,000) u vzorkt karcinomu délozniho Cipku v porovnani
s nenadorovou tkani délozniho ¢ipku.

Déle se povedlodokazat korelaci s vysokou statistickou vyznamnosti vybranych
amplikont s klinicko-patologickymi charakteristikami. U amplikonu ASCLI1 1 byla
pozorovana vyssi Cetnost metylace u histopatologického gradingu. Pro oba amplikony pak
byla pozorovéana vyssi Cetnost metylace u T staddia v TNM Kklasifikaci a u pacienti s FIGO
stadiem II a III. Pro oba amplikony bylo obzvlast’ statisticky vyznamné Sifeni karcinomu do
okolnich tkani. Pfevladala invaze karcinomu do lymfatickych cév a Sifeni do CK junkce,
endometria, myometria a do parametrii.

Z naSich vysledka vypliva, ze vyznam souvislosti mezi klinicko-patologickymi daty a
promotorovou metylaci genu ASCLI by se mohl v budoucnu vyuzit, jako biomarker pro
predikci invaze karcinomu délozniho ¢ipku do okolnich tkéni. Stanovené cile diplomové

prace povazuji za splnéné. Jsou vSak potieba dalsi studie na dalsi geny.
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7 PRILOHY

Priloha A - Heatmap, ve které jsou vyneseny hodnoty metylace DNA pro tumory (T) a
kontrolni vzorky (KO) a amplikon ASCL1 1 a ASCL1 2 v zavislosti na jejich procentu
metylace. Stupnice zacina zelenou barvou, kterd piedstavuje 0 % metylace vzorku a stoupa

do Cervené barvy, ktera predstavuje metylaci vzorkt nad 50 %.
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