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Souhrn:Cil: Zjistit miru metylaci DNA vybranych genovych promotor( u jednotlivych typd hyperplazie endometria ve srovnanis normalniendometriaini
tkani. Soubor a metodika: Byla pouzita MS-MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification). Porovnano bylo celkem 120 vzorkd tkané
endometria; 40 vzork( s atypickou hyperplazii endometria, 40 vzorkl s hyperplazii endometria bez atypii a 40 kontrolnich vzork{ tkané zdravého
endometria. Vysledky a zavéry: Rozdily v metylaci DNA mezi jednotlivymi skupinami byly zjistény v genech TWIST1, GATA4, MUS81 a NTRKT (TWISTT:
atypicka hyperplazie 67,5 %, benigni hyperplazie 2,5 %, normalni endometrium 22,5 %; p < 0,00001; GATA4: atypicka hyperplazie 95,0 %, benigni
hyperplazie 65,0 %, normalni endometrium 22,5 %; p < 0,00001; MUS81: atypicka hyperplazie 57,5 %, benigni hyperplazie 22,5 %, normalni endo-
metrium 5,0 %; p < 0,00001; NTRKT: atypickd hyperplazie 65,0 %, benigni hyperplazie 27,5 %, normalni endometrium 10 %; p < 0,00001). U gend
TWIST1, GATA4, MUS81 a NTRK1 byla pozorovana vyssi mira metylace u vzorku s atypickou hyperplazii endometria v porovnani se vzorky zdravého
endometria a dale byla vys$si mira metylace pozorovana u vzorkd s atypickou hyperplazii endometria v porovnani se vzorky benigni hyperplazie
endometria. Metylace DNA u tumor supresorovych gentl TWIST1, GATA4, MUS81 a NTRKT se uplatiiuje v patogenezi atypické hyperplazie endometria.

Klicova slova: metylace —- TWISTT — GATA4 - MUS81 - NTRK1 — hyperplazie endometria — epigenetika

Summary: Objective: To investigate DNA methylation of specific tumor suppressor genes in endometrial hyperplasia compared to normal
endometrial tissue. File and methodology: To search for epigenetic events, methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification
was employed to compare the methylation status of 40 tissue samples with atypical endometrial hyperplasia, 40 tissue samples with endometrial
hyperplasia without atypia, and 40 control tissue samples with a normal endometrium. Results and conclusion: Differences in DNA methylation
among the groups were found in TWIST1, GATA4, MUS81, and NTRK1 genes (TWISTT: atypical hyperplasia 67.5%, benign hyperplasia 2.5%, normal
endometrium 22.5%; P < 0.00001; GATA4: atypical hyperplasia 95%, benign hyperplasia 65%, normal endometrium 22.5%; P < 0.00001; MUS81:
atypical hyperplasia 57.5%, benign hyperplasia 22.5%, normal endometrium 5%; P < 0.00001; NTRK1: atypical hyperplasia 65%, benign hyperplasia
27.5%, normal endometrium 10%; P < 0.00001). Higher methylation rates were observed for the tumor suppressor genes of TWIST1, GATA4, MUS81,
and NTRK1 in samples with atypical endometrial hyperplasia compared to samples with normal endometrial tissue, and higher methylation rates
were found in samples with atypical endometrial hyperplasia compared to samples of benign endometrial hyperplasia. DNA methylation of
TWIST1, GATA4, MUS81, and NTRK1 is involved in the pathogenesis of atypical endometrial hyperplasia.
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Uvod

Hyperplazie endometria je patologicky
stav charakterizovany nadmérnou pro-
liferaci endometridlnich bunék. Nej¢as-

t&jsi pfic¢inou hyperplazie endometria je
hormonalni nerovnovdha mezi estroge-
nem a progesteronem, tedy hormony
ovliviujicimi rist a regeneraci endomet-

ria. Nedostatek progesteronu vuci estro-
genlm maze vést k nadmérnému rdstu
endometria. Hyperplazie endometria
je pfirozenou odpovédi endometridini
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tkané na rUst stimulujici efekt estrogend.

Mezi predispozi¢ni faktory hyperplazie

endometria patfi obezita, kdy mlze do-

chazet ke zvysené produkci estrogent

v tukové tkani aromatizaci testosteronu

na estrogen, coz nasledné vede k proli-

feraci az hyperplazii endometria. Dal$imi
faktory jsou syndrom polycystickych
ovarii, nadory produkujici estrogeny,
pozdni menopauza a uzivani neopono-
vanych estrogend, kdy dlouhodobé uzi-
vani estrogenni lé¢by bez doprovodné
progesteronové terapie opét muize zvy-

Sit riziko hyperplazie.

Dle Svétové zdravotnicka organizace
(WHO) délime hyperplazii endometria
do dvou kategorii [1]:

-hyperplazie endometria bez aty-
pii (synonymum: benigni hyperplazie
endometria);

- atypickd hyperplazie endometria/en-
dometrioidni intraepitelidIni neoplazie
(EIN).

Atypicka hyperplazie endometria je
poklddana za prekancerézu v uzsim
slova smyslu, kterd mUze progredovat
az do endometroidniho typu endomet-
rialniho karcinomu (EC), ktery je jednim
z nej¢astéjsich zhoubnych nadorl zen-
ského pohlavniho Ustroji [2].

Zmény endometria ve smyslu hy-
perplazie se obvykle objevuji po me-
nopauze, kdy s ukon¢enim pravidelné
ovulace prestanou ovaria produko-
vat progesteron, tyto zmény jsou ale jiz
béZné v obdobi perimenopauzy, kdy uz
samotna nepravidelnost ovulace a na-
sledné cyklu maze vyvolat tyto hyper-
plastické zmény na endometriu [3].
Nejcastéjsimi priznaky hyperplazie en-
dometria jsou abnormalni délozni kr-
vaceni v¢. menoragie, krvaceni mimo
cyklus, postmenopauzalni krvaceni,
dale i nepravidelné krvaceni pfi hor-
monalni substitu¢ni terapii nebo lé¢bé
tamoxifenem [4,5].

Ptiblizné u 25-40 % pacientek s dia-
gnostikovanou atypickou hyperplaziien-
dometria se bez |é¢by nasledné vyvine
karcinom endometria. U 13-43 % pa-

cientek s atypickou hyperplazii se vysky-
tuje karcinom endometria jiz soucasné.
Naproti tomu riziko maligni transfor-
mace benigni hyperplazie endometria
béhem nasledujicich 20 let od stanoveni
diagnozy je < 5 % [6]. Vznik invazivniho
karcinomu u pacientek s benigni hyper-
plazii je tedy pomérné vzacny, naopak
atypicka hyperplazie je pro vysoké riziko
rozvoje v karcinom endometria povazo-
véana za prekancerézu. Z toho vyplyva, ze
k 1é¢bé benigni a atypické hyperplazie je
nutné pristupovat odlidné. Atypicka hy-
perplazie obvykle vyzaduje radikalni
lé¢bu ve smyslu hysterektomie, u be-
nigni hyperplazie Ize postupovat kon-
zervativné — observacné. V nékterych
pfipadech maze byt pouzita hormonalni
lé¢ba, napf. progestinova terapie, a to
i u diagnézy atypické hyperplazie [7].
Spravné histologické zafazeni a rozliseni
benigni hyperplazie a atypické hyper-
plazie je zadsadni pro volbu dalsi terapie.

V procesu karcinogeneze hraji vy-
znamnou roli epigenetické zmény.
Mohou ovliviiovat klicové geny souvise-
jici s kontrolou buné¢ného déleni, repa-
raci DNA a programovanou bunéénou
smrti. Nejvice studovanou epigenetic-
kou alteraci je metylace DNA, kdy do-
chazi k navazani metylové skupiny na
cytosinové baze v DNA. Hypermetylace
u tumor supresorovych gent muze zpU-
sobit snizeni jejich exprese, coz vede
k nekontrolovanému bunéc¢nému dé-
leni. Naopak hypometylace m(ize akti-
vovat onkogeny, geny podporujici na-
dorovy rlst. Zmény v metylaci DNA
tumor supresorovych gent jsou ¢asnym
krokem v karcinogenezi endometrialni
tkdné [8]. V nasi predchozi praci byly
prokézany rozdily v metylaci DNA tumor
supresorovych gent mezi jednotlivymi
typy hyperplazie u nékterych z 25 vy-
branych tumor supresorovych gent [9].
Vzhledem k velmi slibnym vysledkim
jsme se rozhodli pro analyzu ziskanych
vzork( hyperplastického endometria
a kontrolni skupiny zdravé endomet-
ridIni tkané dalsi skupinou 24 tumor
supresorovych gen(. Pro dobré zkuse-

nosti byla pouzita sada sond MS-MLPA
(multiplex ligation-dependent probe
amplification) kit ME 004.

Soubor pacientek a metodika
Do studie bylo zafazeno celkem
120 vzorkl tfech typud tkani endomet-
ria — benigni hyperplazie endometria
(n = 40), atypické hyperplazie endomet-
ria (n = 40) a vzorkd zdravé endomet-
ridIni tkdné (n = 40). Vzorky pochazi od
Zzen lécenych na Porodnické a gyne-
kologické klinice FN Hradec Krélové.
Vsechny Zeny byly Iéceny v obdobi od
roku 2007 do roku 2014 a byly ceské na-
rodnosti. Vzorky normalniho endomet-
ria byly ziskany od pacientek, které byly
IéCeny chirurgicky pro nemaligni dia-
gndzy, napf. prolaps délohy nebo dé-
loZni leiomyomy. Parafinové blocky byly
ziskdny z archivu Fingerlandova Ustavu
patologie FN Hradec Kralové. Vsechny
preparaty byly zrevidovany a pfipadné
reklasifikovany atestovanym patolo-
gem se subspecializaci na gynekologic-
kou patologii (JL). DNA byla extrahovana
z formalinem fixovanych parafinovych
vzork{l pomoci soupravy Qiagen pro ex-
trakci DNA (Hilden, Némecko).

Studie byla schvalena Etickou komisi
FM Hradec Kralové a vyborem institucio-
nélni revizni komise (r.n. 20120-4 S21P).

Methylation-specific multiplex
ligation-dependent probe
amplification (MS-MLPA)
V experimentdlni praci byl pouzit kit
prob SALSA MLPA MEO04 Tumour
Sup.-4 (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands), ktery mUze analyzovat aty-
pickou metylaci u 24 tumor supresoro-
vych gen0. Sekvence prob, genova mista
a pozice na chromozomu mohou byt na-
lezeny na www.mlpa.com. Jednotlivé
geny byly stanoveny pomoci dvou prob,
které obsahovaly rizna Hha1 restrikéni
mista. Experimentalni postup byl pro-
veden podle protokolu vyrobce, s mini-
mem modifikaci.

DNA (100 ng) byla rozpusténa v 5 pl
TE-pufru (10 mM Tris-Cl; 0,5 mM EDTA;
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Tab. 1. Demograficka a klinicka data zen s atypickou hyperplazii endometria, s benigni hyperplazii endometria a s nor-

malnim nalezem na endometriu.

Tab. 1. Demographic and clinical data of women with atypical endometrial hyperplasia, benign endometrial hyperplasia

and normal endometrial findings.

Kontrolni skupina

Benigni hyperplazie

n=40 n=40
Vék — median (IQR) 64 (54-71) 52 (50-60,5)
BMI - kg/m?, median (IQR) 27,3 (24,2-29,3) 28 (24-32,8)
Hypertenze - ¢etnost (%) 12 (30,0 %) 20(51,3 %)
Diabetes mellitus — ¢etnost (%) 2 (5,0 %) 3(7,7 %)
Karcinom prsu - cetnost (%) 4(10,0 %) 1 (2,6 %)
Fumator — cetnost (%) 2 (5,0 %) 3(7,7 %)

Hyperplazie s atypiemi

n=40 P
60 (51-66,8) 0,0022
33,8(27,1-39,1) 0,00013
31 (77,5 %) <0,0001
12 (30,0 %) 0,0034
0 (0 %) 0,085
2 (5,0 %) 0,796

Udaje jsou prezentovany jako median (mezikvartilové rozpéti), kategorialni Gdaje jako n (%). Vyznamné hodnoty p jsou uvedeny tuéné.
Data are presented as median (interquartile range), categorical data as N (%). Significant values P are shown in bold.
BMI - index télesné hmotnosti, n — pocet, IQR — mezikvartilové rozpéti

pH 9,0), denaturovana a nasledné ochla-
zena na 25 °C. Po ptidani smési prob
byly proby pfes noc hybridizovany
(16-18 hod) pti 60 °C. Nasledné byly
vzorky rozdéleny na dva podily: jedna
polovina vzorku byla pfimo ligovana, za-
timco druhd polovina vzorku byla spo-
le¢né s ligdzou vystavena pusobeni re-
strik¢ni endonukledzy Hhal (30 min
pfi 49 °C). Toto Stépeni zpUsobilo ligaci
pouze nenastépené (metylované) DNA
sekvence. Amplifikacni PCR reakce byla
provedena ve standardnim termocyk-
léru (GeneAmp 9700, Applied Biosys-
tems) a vyuZivala teplotni profil: 35 cykll
denaturace pfi 95 °C 30 s, annealing pfi
60 °C 30 s a extenze pfi 72 °C 1 min, za-
konceno zavérecnou extenzi 20 min pfi
72 °C. Alikvoty PCR reakce (0,6 pl) byly
smichany s 0,2 pl vnitfniho standardu
GeneScan™ -500 LIZ" (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA) a 9,0 pl
formamidu. Po denaturaci byly frag-
menty separovany a kvantifikovany na
ABI3130 kapilarnim sekvenatoru a ana-
lyzovéany pomoci GeneMapper 4.0 (oba
Applied Biosystems). Plochy pik( s od-
povidajici velikosti pard bazi (bp) byly
pouzity pro dalsi zpracovani dat. Pomér
metylace byl ziskan nasledujicim vypo-
¢tem: Dm = (Px / Pctrl) Dig / (Px / Pctrl)
Undig, kde Dm je pomér metylace, Px je
plocha piku dané sondy, Pctrl je soucet
ploch pikd viech kontrolnich sond, Dig

znamend Hhal $tépeny vzorek a Undig
nestépeny vzorek. Dm se mze pohybo-
vat od 0 do 1,0 (odpovida 0-100 % me-
tylované DNA). Na zadkladé predchozich
experimentl jsme povazovali promotor
za metylovany, pokud Dm = 0,2, coz od-
povida 20 % metylované DNA [10]. Cut-
-off hodnotu jsme nastavili v zavislosti
na analyze kontrolnich vzork( endomet-
rif. CpG univerzalné metylovana a neme-
tylovand DNA (Zymoresearch, Irvine, CA,
USA) byly pouzity v kazdém béhu jako
kontroly.

Statisticka analyza

Kvantitativni demografické a klinické
charakteristiky byly porovnany pomoci
neparametrické Kruskal-Wallisovy ana-
lyzy rozptylu s naslednym mnohonésob-
nym porovnavanim Dunnovym testem.
Hodnoty jsou prezentovany medidnem
a mezikvartilovym rozpétim (IQR). Kva-
litativni veli¢iny byly vyhodnoceny po-
moci Fisherova pfesného testu a jsou
prezentovany absolutnimi a relativnimi
Cetnostmi. U testl byla pouzita Bonfer-
roni modifikace hladiny vyznamnosti.
Logisticka regrese byla pouzita ke zhod-
noceni vlivu ptipadnych confounder fak-
torU. Zvolena hladina vyznamnosti byla
pro metylaci DNA a. = 0,001, pro viechny
dalsi hodnocené parametry a = 0,05.
Data byla vyhodnocena pomoci statis-
tického software NCSS 2023 Statistical

Software 2023 (NCSS, LLC. Kaysville, Utah,
USA, ncss.com/software/ncss a IBM SPSS
Statistics verze 29.0.1. - SPSS Inc., Chi-
cago, IL, USA).

Vysledky

Demografické a klinické
charakteristiky studijni populace
Celkem bylo do studie zafazeno
120 vzorkd endometria (40 vzorkd aty-
pické hyperplazie, 40 vzorkd benigni
hyperplazie a 40 vzorkd zdravé tkané
endometria jako kontrolni skupina) a de-
mografické a klinické charakteristiky zen
s ohledem na pfitomnost benigni hy-
perplazie a atypické hyperplazie (tab. 1).
Viechny proménné, které byly v univer-
zalni analyze vyznamné (vék zen, body
mass index - BMI, diabetes mellitus —
DM a hypertenze - HT), byly povaZzo-
vany za potencidlni zaménné faktory.
Pomoci logistické regrese bylo zjisténo,
Ze rozdilny vyskyt genovych promotort
mezi skupinami neni confounder faktory
ovlivnén.

Pfitomnost metylace genti u Zen

s normalni tkani endometria,

s benigni hyperplazii

a s atypickou hyperplazii

Rozdily v metylaci DNA mezi jednot-
livymi skupinami byly zjitény v pro-
motorech gend TWIST1, GATA4, MUS81
a NTRK1 (TWISTT: atypickd hyperplazie
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Tab. 2. Frekvence metylace DNA vybranych genti u podskupin zen s atypickou hyperplazii endometria, s benigni
hyperplazii endometria a s normdalnim nalezem na endometriu.
Tab. 2. DNA methylation frequency of selected genes in subgroups of women with atypical endometrial hyperplasia,
benign endometrial hyperplasia and normal endometrial findings.

Geny

EPHB2 — cetnost (%)
BCL2 - ¢etnost (%)
KLLN - cetnost (%)
NF1(a) - ¢etnost (%)
RARREST — ¢etnost (%)
PRPF31 — ¢etnost (%)
TERT — Cetnost (%)
THBST - Cetnost (%)
SFRP1(a) - ¢etnost (%)
IGF2R(a) - ¢etnost (%)
NF1b - ¢etnost (%)
BRCAT - Cetnost (%)
TWIST1 - Cetnost (%)
APAF1(a) - Cetnost (%)
PCDH15 - ¢etnost (%)
PCNA - ¢etnost (%)
DNAJC15 - €etnost (%)
NTRK1 — Cetnost (%)
PXMP4(a) — Cetnost (%)
MEN1(a) - cetnost (%)
LMNA - ¢etnost (%)
OPAT - ¢etnost (%)
APAF1(b) - ¢etnost (%)
PCCA - Cetnost (%)
PAX6 - ¢etnost (%)
BMPR2 - &etnost (%)
RBM14 - etnost (%)
MUS81(a) - ¢etnost (%)
IGF2R(b) - cetnost (%)
SFRP1(b) - ¢etnost (%)
GATA4 - Cetnost (%)
RANGAPT — Cetnost (%)
PXMP4(b) - ¢etnost (%)
LEPRb — cetnost (%)
MEN1(b) - ¢etnost (%)
JAGT - Cetnost (%)
MUS81 - Cetnost (%)
WIFT — €etnost (%)
CDHT - ¢etnost (%)

Kontrolni skupina
n=40

Benigni hyperplazie
n=40

32(80,0)
11(27,5)

0(0)

Hyperplazie s atypiemi
n =40

1(2,5)
2(5,0)
4(10,0)
8(20,0)
0(0)
0(0)
8(20,0)
0(0)
1(2,5)
2(5,0)
1(2,5)
0(0)
27 (67,5)
17 (42,5)
0(0)
0(0)
38(95,0)
26 (65,0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
4(10,0)
8(20,0)
0(0)
0(0)
23(57,5)
0(0)
1(2,5)
38 (95)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
1(2,5)
8(20,0)
0(0)

Udaje v kategorii jsou prezentovény jako n (%). Vyznamné hodnoty p jsou uvedeny tuéné.
- nelze vypocitat, protoze zadna ze skupin neobsahuje metylovany gen

Data in a category are presented as N (%). Significant values P are shown in bold.
— cannot be calculated because none of the groups contain a methylated gene

n - pocet

p

1
0,328
0,0338
0,000275

0,328
0,772
<0,00001
0,00896

0,0276
<0,00001

0,125
0,139

<0,00001
1
<0,00001
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Tab. 3. Rozdily v metylaci DNA vybranych geni u podskupin Zen s atypickou hyperplazii endometria, s benigni hyper-
plazii endometria a s normalnim nalezem na endometriu.
Tab. 3. Differences in DNA methylation of selected genes in subgroups of women with atypical endometrial hyperplasia,
benign endometrial hyperplasia and normal endometrial findings.

Geny hyperplazie
TWIST1 0,0143*
NTRK1 0,0834
MUS81 0,0476
GATA4 0,0003***

Vyznamné hodnoty p jsou uvedeny tucné.

Kontrolni vs. benigni

Kontrolni vs. hyperplazie
s atypiemi

0,0001***
<0,00001***
<0,00001***
<0,00001***

Benigni hyperplazie
vs. hyperplazie s atypiemi

<0,00001***
0,0015%*
0,0027**
0,0015%*

¥, *% ¥%* ja ur¢ena hladina vyznamnosti po Bonferroni modifikaci (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

Significant values P are shown in bold.

¥, ** *¥% js the significance level after Bonferroni modification (* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001).

67,5 %; benigni hyperplazie 2,5 %; nor-
malni endometrium 22,5 %; p < 0,00001;
GATA4: atypicka hyperplazie 95,0 %; be-
nigni hyperplazie 65,0 %; normalni en-
dometrium 22,5 %; p < 0,00001; MUS8T:
atypickd hyperplazie 57,5 %; benigni hy-
perplazie 22,5 %; normdlni endomet-
rium 5,0 %; p < 0,00001; NTRKT: atypicka
hyperplazie 65,0 %; benigni hyperplazie
27,5 %; normalni endometrium 10,0 %;
p < 0,00001) (tab. 2). U promotoru
GATA4, TWIST1, MUS81 a NTRK1 byla po-
zorovana vys$si mira metylace u vzork(
s atypickou hyperplazii endometria
v porovnanise vzorky zdravého endome-
tria (GATA4 p < 0,001; TWISTT p < 0,001;
MUS81 p < 0,001 a NTRKT p <0,001), déle
byla vyssi mira metylace pozorovana
u vzorkl s atypickou hyperplazii endo-
metria v porovnani se vzorky benigni hy-
perplazie endometria (GATA4 p < 0,01;
TWIST1 p < 0,001; MUS8T p < 0,01
a NTRKT p < 0,01). Rozdil v mife me-
tylace ve skupiné benigni hyperplazie
v porovnani se skupinou zdravych en-
dometrii byla pouze u protomoru GATA4
a TWIST1 (GATA4 p < 0,001; TWISTI1
p < 0,05). Naopak nebyly nalezeny sig-
nifikantni rozdily v mife metylace u pro-
motoru MUS81 a NTRK1 mezi vzorky
skupin benigni hyperplazie a zdravého
endometria (tab. 3).

Diskuze
Karcinogeneze je obecné zpusobena
pozvolnymi genetickymi zménami,

které jsou zavislé na mnozstvi vnitfnich
a vnéjsich faktorld. DNA metylace je epi-
geneticky proces, ktery hraje dileZitou
roli v regulaci genové exprese a chro-
matinové struktury. V kontextu karci-
nogeneze dochazi k rliznym zménam
v DNA metylaci, coz mGze ovlivnit re-
gulaci genll a prispét k nekontrolova-
nému rdstu bunék. Vzhledem ke své sta-
bilité v biologickych vzorcich se DNA
metylacni zmény jevi jako atraktivni bio-
marker rGznych typ onemocnéni a jsou
potencidlnim cilem pro terapeutické in-
tervence [11]. VSechny vzorky byly pfe-
zkoumany patologem, jenz se gyneko-
logické onkologii vénuje dlouhodobé
a systematicky. Vzhledem k tomu, Ze byl
hodnocen pouze vybrany panel nddo-
rovych supresorovych gend, mohli jsme
analyzovat v jeden moment vybrané
spektrum tumor supresorovych gend.

Tato studie prokdzala vyznamné abe-
rantni zmény v metylaci DNA tumor
supresorovych gend, konkrétné TWISTT,
GATA4, MUS81 a NTRK1.

TWIST1

TWISTT (twist family BHLH transcription
factor 1) je gen, ktery kéduje transkrip¢ni
faktor bHLH (basic helix-loop-helix).
Tento faktor je zapojen do regulace ge-
nové exprese, regulace rdstu a migrace
bunék, angiogeneze a osteogeneze.
Ovliviuje procesy spojené s embryonal-
nim vyvojem a tvorbou organu. Za fyzio-
logickych podminek je jeho exprese re-

gulovana, ale v nékterych patologickych
stavech, v¢. nddorovych onemocnéni,
muze dochazet k jeji deregulaci, coz
muze prispét k nadorovému rastu a in-
vazi [12]. Mutace genu TWISTT je spojo-
vana s karcinomem prsu nebo také se
Sézaryho syndromem, vzacnym typem
lymfomu kidize [13,14]. TWISTT byl identi-
fikovén jako jeden z faktori zapojenych
do procesu epitelidlné-mezenchymalini
transformace (EMT), coz je klicovy pro-
ces pfi invazi a metastazovani nadoro-
vych bunék [15].

TWIST1 jako transkrip¢ni faktor mize
ovliviovat i bézné bunécné procesy
v endometrialni tkani. Byla zjisténa hor-
monalni zavislost exprese TWISTT v sou-
vislosti s normalni fyziologii endo-
metria béhem menstrua¢niho cyklu
a byla také popsana spojitost hypome-
tylace TWIST1 genu s naslednou expresi
TWIST proteinu s patogenezi endomet-
riézy [16]. Dale byla popséna vyznamné
vyssi exprese TWISTT u pacientek s aty-
pickou hyperplazii a endometroidnim
karcinomem oproti kontrolni skupiné
zdravého endometria, naopak u exprese
TWISTT mezi skupinami atypického en-
dometria a endometroidniho karcinomu
jiz nebyl signifikantni rozdil [17]. To kore-
luje s nasimi vysledky metylace TWISTT,
kdy byl statisticky vyznamny rozdil hy-
permetylace TWISTT genu ve skupiné
atypické hyperplazie (67,5 %) oproti sku-
piné benigni hyperplazie (2,5 %) i sku-
piné zdravych endometrii (22,5 %).
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Exprese TWISTT m(ze dale Uzce sou-
viset s hloubkou nadorové invaze, me-
tastazovanim a progndzou u pacientek
s endometroidnim adenokarcinomem
endometria [18]. S obdobnymi za-
véry prichdzi studie zabyvajici se ex-
presi TWISTT u kolorektalniho karci-
nomu. Exprese TWIST1 zde vyznamné
koreluje s rizikem metastatického posti-
Zeni, stadiem onemocnéni a s tim souvi-
sejicim kratSim intervalem preziti a zda
se byt klicovym prediktorem progrese
onemocnéni [19].

GATA4

GATA4 je gen kédujici protein GATA-bin-
ding protein 4. Tento protein patfi do sku-
piny transkrip¢nich faktord GATA, ktera
hraje klicovou roli v regulaci genové ex-
prese, zejména béhem vyvoje a diferen-
ciace bunék. Gen GATA4 je vyznamny
predevsim v kontextu embryonalniho vy-
voje, zejména pro spravny vyvoj a funkci
srdce a traviciho systému [20].

GATA4 je také dllezity pro vyvoj en-
dokrinnich organd, jako jsou vajec-
niky, nadledvinky a pankreas. Ma vliv
na spravnou diferenciaci a funkci bunék
v téchto orgdnech [21].

Mutace, ztrata exprese nebo naopak
nadmérna exprese faktorl GATA4 jsou
spojeny s celou fadou nadorovych one-
mocnéni, v¢. leukemie, karcinomu prsu,
rakoviny zazivaciho traktu a dalSich. Po-
tlaceni exprese GATA4 na podkladé hy-
permetylace promotorovych sekvenci
byla popsdna ve vétsiné bunécnych
linii rakoviny tlustého stfeva a zaludku
a stejné tak i u velké ¢&asti karcinomu
jicnu a plic [22-25]. Metylace GATA4 byla
pozorovana také u gynekologickych ma-
lignit — karcinomu vajec¢nikl a endome-
troidniho karcinomu endometria [26].
Vysledky v této studii prokazuji signifi-
kantné vyssi metylaci GATA4 (81,5 %) ve
skupiné karcinom( ve srovnani s kon-
trolni skupinou zdravych endometrii
(0 %) [26]. V3echny tyto zavéry podporuji
hypotézu, Ze potlaceni exprese GATA4 na
podkladé metyla¢nich zmén muze pfi-
spivat k nddorové maligni transformaci.

Vysledky nasi studie zaméfené na
pfednddorové stavy endometridlni
tkdné prokazuji signifikantni rozdily
v metylacich GATA4 u vzorkl hyperpla-
zie endometria s atypiemi (95,0 %) ve
srovnani se zdravou tkani 22,5 %, stejné
tak i v porovnani se vzorky benigni hy-
perplazie (65,0 %) Toto zjisténi pod-
poruje myslenku vyznamu metylace
GATA4 v karcinogenezi endometria [26].

mMuUs81
Gen MUS81 neni typicky povazovan
za klasicky tumor supresorovy gen.
MUS81 kdéduje protein MUS81, ktery
hraje roli v opravé DNA a v replikaci ge-
nomu. MUS81 muze mit vliv na kontrolu
bunécného cyklu, zejména na kontrolu
G2/M faze, kde dochazi k findlnim pfi-
pravam burky na mitézu [27]. ZvIasté
v kontextu replika¢niho stresu, napf. pfi
rychlém bunéé¢ném déleni, mGze hrat
MUS81 vyznamnou roli. Nékteré studie
naznacuji, ze dysregulace MUS8T nebo
neobvykla aktivace tohoto genu muze
byt spojena s urcitymi typy nador [28].
Presny charakter role MUS87 v onkoge-
nezi a jeho pfipadna uloha v tvorbé na-
doru jsou stale predmétem vyzkumu.
Exprese MUS81 byla popsana u hor-
monalné rezistentniho karcinomu pro-
staty, karcinomu Zaludku, hepatocelu-
larniho karcinomu, karcinomu tlustého
stfeva nebo u serézniho ovarialniho kar-
cinomu. V3echny tyto studie se déle sho-
duji, Ze MUS81 ma velmi vyznamny vliv
na protinadorovy ucinek chemotera-
peutické lé¢by a jeho inhibice, pfipadné
popisovany knockdown by mohly
zvysit chemosenzitivitu naddorovych
bunék [29-32]. Proto by MUS81 mohl
pfedstavovat novy molekularni cil pro
chemoterapii nékterych nadoru [33].
MUS81 a jeho pfipadné metylace
v souvislosti s hyperplazii endometria
¢i endometridlnim karcinomem nebyly
v literatufe popsany. V nasi studii vysel
statisticky vyznamny rozdil v DNA me-
tylaci MUS81 mezi skupinami atypické
hyperplazie, benigni hyperplazie a zdra-
vého endometria (atypicka hyperpla-

zie 57,5 %; benigni hyperplazie 22,5 %;
zdravé endometrium 5,0 %).

NTRK1

NTRKT je gen, ktery kéduje receptor s na-
zvem tropomyosin receptor kindza A
(TrkA). TrkA je ¢lenem rodiny neurotrof-
nich receptord, které jsou zndmé také
jako neurotrofni receptorova tyrosinki-
néza. Za fyziologickych podminek regu-
luji synapse v nervovém systému. Do-
jde-li k fuzi v rdmci této skupiny gend,
spusti se bunécna signalni kaskada,
kterd maze ovlivnit mnoho bunéénych
funkci, v¢. bunécného rastu, preziti a di-
ferenciace neuronll béhem vyvoje ner-
vového systému [34,35].

Mutace v genu NTRKT, které vedou ke
zménam v proteinu TRKA, mohou mit
rizné biologické dusledky, mohou pfi-
spivat k vyvoji nador(, jako je napf. se-
kre¢ni karcinom slinnych Zlaz nebo pa-
pilarni karcinom stitné Zlazy, nebo se
mohou projevovat rozvojem nékterych
neurologickych poruch, napf. familidrni
dysautonomie (FD). Gen NTRK1 byl opa-
kované zminovén u déloznich sarkomd,
u subtypu s tzv. rekurentnimi genetic-
kymi fazemi, jako je low-grade endome-
tridlni stromalni sarkom (LGESS), high-
-grade endometridlni stromalni sarkom
(HGESS) a inflamatorni myofibroblas-
ticky tumor (IMT). Incidence téchto na-
doru se vzhledem k rostouci dostupnosti
molekuldrniho testovani bude pravdé-
podobné dale zvysovat [36,37]. V patém
vydani klasifikace nadora zenskych po-
hlavnich organd WHO 2020 jsou klasi-
fikovany nové vznikajici jednotky, tzv.
emerging entities, cozZ jsou pripady vie-
tenobunécénych nadorl délohy s pre-
stavbou genu NTRKT [38]. NTRK1 byl dale
zminén ve vztahu s jeho castéjsi am-
plifikaci u endometridlniho karcinomu
ve spojitosti s uzivanim tamoxifenu
(TAM) [39]. Spojitost NTRK1 a patologii
endometria neni dostate¢né prozkou-
mana. Vztah hyperplazie endometria
a metylace DNA NTRK1 nebyl doposud
publikovan. Z nasich zjisténych vysledkd
je jasné patrny trend narustu frekvence
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metylaci DNA NTRK1 v jednotlivych ty-
pech hyperplazie ve srovnani s kontrolni
skupinou zdravych endometriii (10,0 %)
vs. benigni hyperplazie (27,5 %) a aty-
pické hyperplazie (65,0 %). Nase nalezy
jsou v tomto ohledu prioritni.

V rdmci onkologického screeningu
je dnes jiz mozné vyuziti metyla¢nich
zmén nékterych konkrétnich gend. Né-
které jsou jiz v praxi zavedené, jiné jsou
zkoumany v rdmci studii a experiment(i.
Nejvice vyuzivané jsou v ramci scree-
ningu kolorektalniho karcinomu, karci-
nomu prsu, karcinomu plic ¢i leukemie.
Diky detekci metylace DNA pfislusnych
genl v télnich tekutindch, napfiklad
krevni plazmé, je mozné volit tento mi-
nimalné invazivni pfistup. Pfikladem
muze byt screening kolorektalniho kar-
cinomu prlikazem metylace SEPT9
v plazmé [40].

Zaver

Nase vysledky prokazuji metylaéni
zmény DNA u tumor supresorovych
gend TWIST1, GATA4, MUS81 a NTRKT.
Predpokladame, ze by identifikace spe-
cifickych vzorcd DNA metylace u jed-
notlivych pacientek mohla vést k dalsi
personalizaci lé¢ebného pristupu, ktery
by zohlednoval individualni genetické
a epigenetické charakteristiky tohoto
nejcastéjsiho gynekologického nadoru.
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