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Naukowa Fundacja Polpharmy przyznata w 2014 roku zespoltowi pracujace-
mu pod kierunkiem dr n. med. Pauliny Kober grant na realizacje projektu ba-
dawczego pt. ,Identyfikacja zaburzen metylacji DNA u chorych na nieczynne
funkcjonalnie gruczolaki przysadki i ocena ich wartos$ci prognostycznej”.

Streszczenie

Gruczolaki przysadki sg jednymi z najczestszych nowotworéw $réd-
czaszkowych. We wczeéniejszych badaniach wykazano, ze zaburzenia
epigenetyczne, tj. nieprawidlowy wzér metylacji DNA w obrebie regio-
néw regulatorowych okreslonych genéw, odgrywaja istotna role w pa-
togenezie nieczynnych hormonalnie gruczolakéw przysadki (NFPA).

W niniejszej pracy, wykorzystujac dane z profilowania wzoru mety-
lacji DNA w technologii mikromacierzy Infinium Human Methyla-
tion450 (Illumina), poddano analizie wystepowanie metylacji DNA
w regionach regulatorowych wybranych 16 genéw, w ktérych zgodnie
z opublikowanymi wczes$niej wynikami czesto dochodzi do nieprawi-
dltowej metylacji DNA w gruczolakach.

Oceniano réznice w poziomie metylacji DNA pomiedzy utkaniem gru-
czolaka i prawidtowa przysadka oraz czesto$¢ wystepowania podwyzszo-
nej metylacji DNA poszczegélnych regionéw na podstawie danych ekspe-
rymentalnych dla 41 chorych oraz 6 wycinkéw prawidlowej tkanki.

Sposrdd 16 analizowanych genéw w przypadku 7 potwierdzono zna-
miennie wyzszy poziom metylacji DNA w NFPA: LGALS3, MMP14,
NDRG2, RASSFIA, THBS1, TIMP3 i TP73. Wyniki naszych oznaczen
potwierdzaja jednoczesnie czeste wystepowanie hipermetylacji DNA
w tych genach u chorych. Najwieksze rozbiezno$ci miedzy naszymi
wynikami a danymi publikowanymi wcze$niej dotycza statusu mety-
lacji genéw CDHI, GADD45G, GSTPI oraz P16. Uzyskane przez nas
wyniki wskazuja, inaczej niz dostepne dane literaturowe, ze metylacja
promotoréw tych gendéw wystepuje jedynie w niewielkim odsetku cho-
rych na NFPA. W opracowaniu poddano dyskusji mozliwe przyczyny
tych rozbieznosci ze szczegdlnym uwzglednieniem réznic w stosowa-
nych technikach laboratoryjnych, ktére w istotny sposéb moga deter-
minowac jakos¢ i wiarygodnos$¢ wynikéw oznaczent metylacji DNA.
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Stowa kluczowe: nieczynne hormonalnie gruczolaki przysadki
» metylacja DNA « reakcja PCR specyficzna wzgledem metylowanej
sekwencji « mikromacierz

Abstract

Pituitary adenomas are among the most common intracranial tumors.
Previous studies have shown that epigenetic disorders, i.e. abnormal
DNA methylation pattern within regulatory regions of specific genes
play an important role in the pathogenesis of nonfunctioning pituita-
ry adenomas (NFPA).

In this article, using data from DNA methylation profiling with In-
finium HumanMethylation450 (Illumina) microarray technology, we
analyzed the DNA methylation pattern in the regulatory regions of se-
lected 16 genes, in which, according to previously published results,
abnormal methylation of DNA is present in adenomas.

The differences in DNA methylation between pituitary adenoma and
normal pituitary and the frequency of increased DNA methylation
in individual regions were assessed based on experimental data for
41 patients and 6 normal tissue sections.

In case of 7 out of 16 analyzed genes, significantly higher levels of
DNA methylation were detected in NFPA: LGALS3, MMP14, NDRG2,
RASSFI1A, THBS1, TIMP3 and TP73. Our results confirm also the fre-
quent occurrence of DNA hypermethylation in these genes in patients.
The greatest discrepancies between our results and previously publi-
shed data concern the methylation status of CDHI, GADD45G, GSTP1
and P16 genes. The obtained results show, unlike in the available litera-
ture, that the promoter methylation of these genes occurs only
in a small proportion of the NFPA patients. The possible causes of
these discrepancies were discussed, with particular emphasis on the
differences in laboratory techniques that can determine the quality
and reliability of DNA methylation assays.

Key words: nonfunctioning pituitary adenomas « DNA methylation
» methylation-specific PCR « microarray

WSTEP

Pod wzgledem klinicznym gruczolaki przysad-
ki dzieli sie na dwie gléwne grupy: guzy czynne
hormonalnie, wydzielajace w nadmiarze hormo-
ny i powodujace zespoly endokrynologiczne, oraz
nieczynne hormonalnie gruczolaki przysadki (ang.
nonfunctioning pituitary adenoma, NFPA). Sa to
tagodne nowotwory, ktére wystepuja w populacji
dosc¢ czesto [1, 2]. Nie wydzielajac nadmiaru hor-
mondw, NFPA przez pewien czas pozostajg bezob-
jawowe. Dopiero po osiggnieciu znacznych rozmia-
réw zaczynaja powodowaé wystapienie objawdéw

neurologicznych, ktérych przyczyna jest zwykle
ucisk guza na sasiadujace z nim struktury mézgu,
np. skrzyzowanie nerwéw wzrokowych [3, 4]. Dla-
tego nowotwory te sa rozpoznawane do$¢ p6zno,
czesto gdy osiagaja rozmiary makrogruczolaka,
tj. powyzej 10 mm $rednicy [3].

NFPA nadal pozostaja stabo zdefiniowane pod
wzgledem molekularnym. Mimo wielu préb uda-
to sie zidentyfikowa¢ tylko nieliczne somatyczne
mutacje punktowe wystepujace w tych nowotwo-
rach. Co wigcej, okazalo sig, ze wzoér tych mutacji
nie jest powtarzalny w poszczegélnych przypad-
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kach NFPA [5]. Poszukiwanie innych zmian mole-
kularnych, ktére moglyby mie¢ znaczacy wptyw na
patogeneze nieczynnych hormonalnie gruczolakéw
przysadki, przyniosto odkrycie zaburzen epigene-
tycznych czesto obecnych w tych guzach [6, 7].

Jednym z podstawowych mechanizméw epigene-
tycznych jest metylacja DNA. Polega ona na przy-
taczeniu grupy metylowej do cytozyny w obre-
bie dwunukleotydu CpG. Modyfikacja ta zachodzi
zwykle w miejscach genomu wyjatkowo bogatych
w dwunukleotydy CpG, tzw. wyspach CpG. W kla-
sycznym modelu metylacja DNA w obrebie promo-
tora genu, czesto pokrywajacego sie z wyspa CpG,
powoduje jego wyciszenie, natomiast brak tej mo-
dyfikacji sprzyja ekspresji genu [8].

Zaburzenia tego mechanizmu sg powszechne w no-
wotworach. Obecno$¢ nieprawidlowej metylacji
opisano na przyktad w nowotworach urologicz-
nych [9], w raku jelita grubego [10] oraz piersi [11].
Zmiany moga polega¢ zaréwno na obnizeniu, jak
i podwyzszeniu poziomu metylacji. W pierwszym
przypadku moze dochodzi¢ do ogdélnej hipomety-
lacji genomu, skutkujacej jego zwiekszona niesta-
bilnoscig lub aktywacja ruchomych elementéw ge-
nomu, a takze do aktywacji genéw ulatwiajacych
rozwdj nowotworu. Z kolei hipermetylacja gendw,
np. supresorowych, moze powodowac ich dezak-
tywacje i utrate funkcji mimo braku mutacji w se-
kwencji DNA [12, 13].

Do tej pory opublikowano stosunkowo niewiele
prac na temat zaburzen metylacji DNA w nieczyn-
nych hormonalnie gruczolakach przysadki. Wiek-
szo$¢ dostepnych publikacji opisuje wyniki analizy
metylacji DNA promotoréw pojedynczych genéw
lub niewielkich paneli genowych. Badaniami obej-
mowano gltéwnie promotory genéw, ktérych za-
burzenia czesto sa obserwowane w nowotworach
i w przypadku ktérych udokumentowany byl réw-
niez zwiazek zaburzen epigenetycznych ze zmiana
ekspresji genu. Z dotychczasowych doniesielt wyni-
ka, ze w gruczolakach przysadki do nieprawidlowej,
zwiekszonej metylacji DNA dochodzi w promoto-
rach genéw, ktérych bialkowe produkty odpowia-
daja za procesy takie jak naprawa DNA (MGMT)
[14], TP73 [15], p14(ARF), regulacja cyklu komér-
kowego (CDKN2A [16]), apoptoza (DAPK) [17],
CASP8 [15] p14(ARF) i inne.

W dotychczas opublikowanych pracach analiza me-
tylacji DNA byla prowadzona najczesciej przy wy-
korzystaniu metody taricuchowej reakcji polimera-
zy specyficznej wzgledem metylowanych sekwencji
(ang. methylation-specific polymerase chain reac-

tion, MSP). Jest to dos¢ archaiczna jako$ciowa me-
toda opracowana w polowie lat 90. XX w. [18]. Po-
dobnie jak wiekszo$¢ metod stosowanych do oceny
profilu metylacji MSP wykorzystuje modyfikacje
genomowego DNA kwas$nym siarczynem sodu, pod
ktérego wplywem niemetylowana cytozyna jest de-
aminowana do uracylu. Metylowana cytozyna nie
ulega deaminacji, w zwigzku z czym w wyniku mo-
dyfikacji moga powsta¢ dwie odmienne sekwen-
cje w zaleznosci od tego, jaki byl wyjsciowy status
metylacji DNA. Modyfikowany DNA jest nastep-
nie amplifikowany przy uzyciu starteréw PCR za-
projektowanych tak, by umozliwialy wybiércza am-
plifikacje wariantu sekwencji, w ktérej obecna byta
metylowana cytozyna, lub sekwencji oryginalnie
niemetylowanej. Wynikiem oznaczenia jest obec-
no$¢ lub brak prazka na zelu agarozowym, ktéry in-
terpretowany jest jako obecno$¢ lub brak metylacji
DNA w badanym regionie.

Wyniki z uzyciem bardziej zaawansowanych tech-
nik wykorzystujacych sekwencjonowanie DNA
wskazuja, ze wzor i poziom metylacji poszczegdl-
nych miejsc CpG w preparacie genomowego DNA
izolowanym z guza nowotworowego jest bardziej
skomplikowany. Poszczegélne miejsca CpG w da-
nym regionie moga w pewnym stopniu sie réznic
poziomem metylacji, ktéry z kolei moze general-
nie przyjmowaé wartosci od 0 do 100 proc. Wynik
procentowy interpretowany jest jako frakcja alleli,
w ktérych pozycja jest metylowana. Metoda MSP
zaktada wiec znaczace uproszczenie. Zaznaczy¢ na-
lezy réwniez, ze metylacja DNA wiekszo$ci z opi-
sanych gendéw byla oceniana jedynie w pojedyn-
czych badaniach na prébkach od chorych na NFPA.
Wyniki tych badan jak dotad nie byly weryfikowa-
ne. W duzej czesci prac dotyczacych roli zaburzen
metylacji DNA nie uwzgledniono analizy wycinkéw
przysadki prawidtowej. Publikowano jedynie wyniki
dotyczace NFPA, przyjmujac a priori, ze prawidto-
wa tkanka charakteryzuje sie brakiem metylacji da-
nego regionu regulatorowego.

CEL PRACY

W ramach projektu pt. ,Identyfikacja zaburzen
metylacji DNA u chorych na nieczynne hormo-
nalnie gruczolaki przysadki i ocena ich wartosci
prognostycznej” finansowanego przez Naukowa
Fundacje Polpharmy mieli§my mozliwo$¢ przepro-
wadzenia wielkoskalowej analizy metylacji DNA
w nieczynnych hormonalnie gruczolakach przy-
sadki z wykorzystaniem mikromacierzy Infinium
HumanMethylation450 firmy [llumina (HM450).
Technologia ta pozwala na ilosciowg ocene pozio-
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mu metylacji DNA w wybranych miejscach CpG
w genomie, w znacznej mierze w cytozynach zlo-
kalizowanych w regionach promotorowych genéw.
Celem niniejszej pracy byta weryfikacja danych li-
teraturowych, a wiec statusu metylacji DNA wy-
branych genéw badanych wczeéniej metoda MSP
przy wykorzystaniu danych ilosciowych z ekspe-
rymentu wielkoskalowego.

Dane literaturowe oraz wyniki wlasne dotyczace ge-

néw analizowanych w niniejszym opracowaniu ze-
brano w tabeli 1.

MATERIALY | METODY

Do badania wykorzystano wycinki pochodzace
z guzdw od 35 chorych na nieczynne hormonalnie
gruczolaki przysadki, operowanych w Centrum On-
kologii — Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie (COI). Material byl gromadzony we
wspotpracy z Klinika Nowotworéw Ukladu Nerwo-
wego COI w latach 2008-2014. Fragmenty guzéw
mrozono niezwlocznie po pobraniu w cieklym azo-
cie, a nastepnie przechowywano w temp. -80°C do

Tabela 1. Zestawienie gendw analizowanych w badaniu.

czasu izolacji DNA. Dodatkowo wykorzystano ma-
terial archiwalny w postaci bloczkéw parafinowych,
ktéry stanowily wycinki guzéw pochodzacych od
6 chorych operowanych w COI w latach 2007-2011.
Charakterystyke chorych przedstawiono w tabeli 2.
Jako material referencyjny wykorzystano 6 wycin-
kéw przysadek pobranych posmiertnie w trakcie
autopsji od oséb zmarlych z powodéw niezwiaza-
nych z nowotworem przysadki.

DNA izolowano przy wykorzystaniu zestawu
Qiamp DNA Mini Kit (Qiagen) zgodnie z protoko-
tem dotaczonym do zestawu. Genomowe DNA zo-
stato poddane konwersji siarczynem sodu przy wy-
korzystaniu zestawu DNA EZ-96 (Zymo Research,
Orange, CA, USA). Czesc¢ laboratoryjna ekspery-
mentu mikromacierzowego zostata wykonana przez
firme AROS Applied Biotechnology w Danii. Sondy
podzielono na klasy wzorcowe i przypisano lokali-
zacje genomowa zgodnie z opisem udostepnionym
prze firme Illumina dla macierzy HumanMethyla-
tion450k. Intensywno$¢ sygnatu dla sond norma-
lizowano za pomoca pakietu BMIQ (wersja 1.3)
przy uzyciu domyslnych parametréw [29]. Dla kaz-
dej pozycji CpG wyznaczano warto$¢ Beta bedaca

Dane literaturowe

Wyniki wtasne (macierze HM450)

Gen Czestosc hipermetyla-  Liczba badanych prébek Usredniony poziom metylacji DNA Czestos¢ hipermetylacji
cji DNA w NFPA (NFPA/prawidtowa tkanka) w NFPA versus prawidfowa tkanka DNA w NFPA

CDH1 46% [19] 24/5 6,5% vs 5,7%; p=0,91 5%

CDH13 29% [19] 24/5 7,8% vs 4,6%; p=0,15 12%

CDKN2A 43% [15] 23/2

P16 79% [20] 19/0 9,6% vs 5,6%; p=0,96 P16 -17%
80% [16] 10/0
75% [21] 24/0
58% [22] 19/0
P14 13% [15] 23/2 7,2% vs 6,6%; p=0,74 P14 - 4.8%

DAPK1 4% [15] 23/2 1,9% vs 2%; p=0,61 2,4%
14% [17] 14/5

GADD45G 53% [23] 17/3 3% vs 1,5%; p=0,09 2,4%

GSTP1 63,2% [24] 19/3 8,5% vs 8%; p=0,47 10%

LGALS3 57% [25] 7/3 39,7% vs 11,6%; p=0,0001 85%

MGMT 35% [14] 20/0 5,4% vs 2,7%; p=0,99 12%
22% [15] 23/2

MMP14 30% [26] 64/0 39,6% vs 17,4%; p=0,0028 83%

NDRG2 20,7% [27] 68/0 32,7% vs 18,5%; p=0,0003 66%

RASSF1 29% [28] 21/4 54,7% vs 45,8%; p=0,0209 49%

TGFB1 11% [26] 64/0 4,8% vs 2%; p=0,4445 17%

THBST 39% [15] 23/2 6,6% vs 1,9%; p=0,0002 7,3%

TIMP3 13% [15] 23/2 41% vs 23,2%; p=0,0002 8%

TP73 26% [15] 23/2 29,8% vs 22,6%; p=0,0262 39%
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stosunkiem intensywnosci §wiecenia sondy dla wa-
riantu metylowanego do catkowitej intensywnosci
$wiecenia sond dla danej pozycji CpG (suma inten-
sywnosci $wiecenia sond dla metylowanego i nie-
metylowanego wariantu). Tak wyznaczona warto$¢
Beta zawiera sie w przedziale 0-1 i §wiadczy o pro-
centowej zawartosci metylocytozyny w danej pozy-
cji, tj. o poziomie jej metylacji.

Wyboru genéw, ktérych promotory poddano anali-
zie w niniejszej pracy, dokonano na podstawie prze-
gladu pismiennictwa. Wybrano promotory gendw,
ktére byly wczeéniej analizowane w grupach cho-
rych na nieczynne gruczolaki przysadki przy wyko-
rzystaniu metody MSP (wybrane geny wraz z odno$-
nikami literaturowymi przedstawiono w tabeli 1).

W ramach przegladu literatury, wykorzystujac opu-
blikowane sekwencje starteréw MSP, identyfikowano
regiony genomowe, ktérych status metylacji DNA byt
analizowany przez poszczeg6lnych badaczy. W anali-
zie wykorzystano dane z sond HM450 zlokalizowanych
w tych regionach genomowych dla préobek DNA z wy-
cinkéw NFPA oraz wycinkéw prawidlowej przysadki.

Na potrzeby analizy statystycznej dla kazdej préobki
wyznaczano usredniony poziom metylacji DNA w da-
nym regionie regulatorowym okres$lonego genu, wy-
korzystujac wyniki dla wszystkich dostepnych sond
zlokalizowanych w danym regionie. Poréwnywano
grupe wycinkéw kontrolnych prawidlowej przysadki
z grupa nieczynnych hormonalnie gruczolakéw przy-
sadki, wykorzystujac test Manna-Whitneya. Przyjeto

CDH1 CDH12 DAPK1 GADD45gamma
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Ryc. 1.
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i

TIMP3 P73

P=0.0001855 P=0.02623

Poziom metylacji DNA

Poziom metylacji DNA regiondw regulatorowych analizowanych genéw w prawidtowej przysadce i NFPA.
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poziom istotnosci a=0,05. Wykorzystano program
GraphPad Prism (GraphPad Software).

Na potrzeby odniesienia pozyskanych wynikéw do da-
nych literaturowych, w ktérych raportowano odse-
tek probek z nieprawidfowa metylacja DNA danego
regionu, prébki o podwyzszonym poziomie metyla-
cji klasyfikowano na podstawie arbitralnie przyjete-
go kryterium. Jako hipermetylowane klasyfikowano
prébki, ktére w danym regionie miaty poziom metyla-
¢ji wyzszy niz §rednia warto$¢ dla prébek kontrolnych
powiekszona o 10 punktéw procentowych.

WYNIKI | OMOWIENIE

Analize poréwnawcza przeprowadzono dla 16 wy-
branych regionéw regulatorowych genéw, ktére mia-
ty pokrycie w sondach macierzy HM450. W analizie
danych z mikromacierzy przypadalo $rednio 3,8 son-
dy na 1 badany region (od 2 do 9 sond). W przypad-
ku 7 genéw: LGALS3, MMP14, NDRG2, RASSFIA,
THBS1, TIMP3 i TP73, stwierdzono istotny staty-
stycznie wzrost poziomu metylacji DNA w gruczola-
kach przysadki w poréwnaniu z wycinkami kontrol-
nymi. Najwieksza réznice obserwowano dla genéw
MMPI14 ($rednia 39,6% w prébkach NFPA wzgledem
17,4% w wycinkach prawidlowej przysadki), LGAL
($rednia 39,7% wzgledem 11,6%), NDRG2 ($rednia
32,7% wzgledem 18,5%) i TIMP3 ($rednia 41% wzgle-
dem 23,2%). W przypadku tych genéw stwierdzono
najwiekszy odsetek probek o podwyzszonym pozio-
mie metylacji DNA na podstawie przyjetego kryte-
rium. Czesto$¢ wystepowania hipermetylacji DNA
w tych regionach byla wyzsza niz opisana w pi$mien-
nictwie najprawdopodobniej ze wzgledu na réznice
metodyczne. W naszym opracowaniu prébki klasyfi-
kowano jako hipermetylowane na podstawie wybra-
nego arbitralnie progu odciecia, podczas gdy w opubli-
kowanych badaniach wynikat on z czulo$ci stosowanej
techniki laboratoryjnej. Generalnie w przypadku tych
regionéw nasza analiza potwierdzala wystepowanie
zaburzen epigenetycznych w znacznym odsetku gru-
czolakéw iich zwiazek z patogeneza guzéw przysadki.

W przypadku pozostalych genéw nie stwierdzilismy
Znaczaco wyzszego poziomu metylacji w wycinkach
gruczolakéw w poréwnaniu z wycinkami kontrolny-
mi. Mimo to w pewnym odsetku prébek NFPA obser-
wowalismy podwyzszona metylacje DNA poszczeg6l-
nych regionéw. Czestosci wystepowania hipermetylacji
DNA promotoréw DAPK i TGFBI byly zblizone do
danych prezentowanych we wczes$niejszych doniesie-
niach. Poziom metylacji DNA regionéw regulatoro-
wych analizowanych przez nas genéw w prawidlowej
przysadce i NFPA przedstawiono na rycinie 1.

Dla pozostatych genéw nasze wyniki nie sa zgod-
ne z dotychczasowymi danymi literaturowymi. Naj-
wieksze rozbiezno$ci dotycza statusu metylacji genéw
CDH1, GADD45G, GSTPI oraz P16. Wedlug danych
literaturowych zaburzenia epigenetyczne tych ge-
néw wystepuja przynajmniej u ok. potowy chorych,
podczas gdy wedlug naszych danych byly one hiper-
metylowane u mniej niz 10% chorych (za wyjatkiem
promotora P16, ktéry byl metylowany w 16% NEPA).
Podejrzewamy, ze réznice te wynikaja przede wszyst-
kim z niedoskonatosci stosowanej we wcze$niejszych
badaniach metody analitycznej, tj. MSP.

Niektére opublikowane prace wskazuja, ze MSP
jest metoda podatna na wyniki falszywie dodat-
nie. Moga one wynika¢ z niedoskonato$ci sekwen-
¢ji starteréw [30], niepelnej konwersji DNA w reak-
¢ji z siarczynem sodu lub innych czynnikéw, takich
jak np. obecnos¢ jednonukleotydowych wariantéw
polimorficznych w sekwencji DNA, do ktérej pro-
jektowany jest starter PCR [31].

Jednym z najlepiej opisanych biomarkeréw epige-
netycznych jest hipermetylacja promotora MGMT,
gdyz jest ona czynnikiem rokowniczym u cho-
rych na glejaka wielopostaciowego. Hipermetyla-
cja MGMT opisywana jest jako marker odpowiedzi
na leczenie temozolomidem w tej grupie chorych.

W wiekszo$ci opublikowanych prac dotyczacych gle-
jakéw status metylacji MGMT byt oceniany przy wy-
korzystaniu MSP. Najcze$ciej obserwowano te zmia-
ne u ok. 40% chorych na glejaka, przy czym mozna
zauwazy¢ istotne rozbieznosci pomiedzy publika-
cjami, tj. wyniki, wedlug ktérych zaburzenia me-
tylacji MGMT wystepuja u 25% [32], jak réwniez
u 68% [33] chorych na glejaki. W publikowanym
niedawno opracowaniu doswiadczen kilkuletniej
praktyki w oznaczaniu MGMT do celéw diagno-
stycznych przedstawiono dane na temat rozbieznos-
ci wynikéw testu MSP dla prébek, ktére byty analizo-
wane rutynowo w dwéch powtérzeniach. Niepowta-
rzalne wyniki MSP obserwowano w przypadku 12%
badanych prébek [34]. W dyskusji tej pracy przyczyn
niepowtarzalnosci wynikéw doszukiwano sie gtow-
nie w szczegdtach technicznych, co obrazuje niedo-
skonalo$ci metody MSP.

W badaniach dotyczacych gruczolakéw przy-
sadki czesto$¢ wystepowania hipermetylacji pro-
motora MGMT obserwowano u 22% i nawet 35%
[14, 15]. Doniesienia te sugerowaly, ze analogicz-
nie jak u chorych na glejaka status MGMT mégtby
by¢ czynnikiem predykcyjnym przy leczeniu te-
mozolomidem, zwlaszcza ze we wstepnym bada-
niu dotyczacym leczenia gruczolakéw przysadki
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Tab. 2. Charakterystyka chorych.

Liczba
Pacjenci ogétem 41
Ple¢
kobiety 15
mezczyzni 26
Wiek (lata)
zakres 36-85
mediana 59
Rozpoznanie patomorfologiczne
gonadotropowy 36
null cell adenoma 2
wielohormonalny 2
niemy kortykotropowy 1
Inwazyjnosé
tak 19
nie 15
brak danych 7

z wykorzystaniem temozolomidu powigzano lepsza
odpowiedz na chemioterapie z nizszym poziomem
biatka MGMT [35]. W naszej analizie hipermety-
lacje MGMT, wbrew wcze$niejszym doniesieniom,
stwierdzilismy jedynie u 5 chorych na NFPA.

Nalezy zaznaczy¢, ze wykorzystana w niniejszej pra-
cy technologia mikromacierzy ma swoje ogranicze-
nia. Podstawowym z nich jest fakt, Ze metoda ta po-
zwala na ocene jedynie wybranych, poszczegélnych
pozycji CpG — tych, dla ktérych zaprojektowano son-
dy na macierzy. Nie jest zatem mozliwa ocena mety-
lacji DNA wszystkich miejsc, w ktérych moze docho-
dzi¢ do metylacji cytozyny w badanym regionie. Dla
niektérych wybranych przez nas regionéw macierze
HM450 (Illumina) maja do$¢ geste pokrycie, 7 lub
9 sond w wybranym regionie dlugosci ok. 200 pz.
(geny RASSF1A, NDRGI i CDH13). Dla niektérych

PISMIENNICTWO

analizowanych regionéw mieli§my dane dla mniej-
szej liczby sond. Najmniej, tylko 2 sondy, znajdowaly
sie w analizowanych regionach P14 i P16 (gen CDK-
-N2A). W niniejszym opracowaniu konsekwentnie
wykorzystywaliSémy dane mikromacierzowe jedynie
dla sekwencji CpG w regionach, w ktérych metylacja
DNA byla wcze$niej oceniana przez innych badaczy.

Poréwnujac nasze wyniki z wczesniej opublikowanymi
wynikami innych autoréw, nalezy zaznaczy¢, ze wiek-
szo$¢ poprzednich badan obejmowala mniej liczne
grupy chorych niz badana przez nas grupa pacjentéw
(tab. 1). Wiekszo$¢ publikacji, na ktdre sie powotujemy
w niniejszym opracowaniu, opierata sie na analizie ok.
20 chorych na NFPA. Wydaje sig, ze obok réznic w sto-
sowanych technikach badawczych mata liczba cho-
rych uwzglednionych w poprzednich badaniach moze
réwniez cze$ciowo ttumaczy¢ rozbieznosci pomiedzy
naszymi wynikami i danymi literaturowymi, co obser-
wowali$my w przypadku czesci badanych regionéw.

WNIOSKI

1. W grupie 41 chorych z NFPA wystepowalo czeste
podwyzszenie poziomu metylacji DNA w regionach
regulatorowych genéw LGALS3, MMP14, NDRG2,
RASSFIA, THBSI, TIMP3i TP73. Stwierdzono rzad-
kie wystepowanie hipermetylacji DNA w pozosta-
tych badanych genach.

2. Wystepowanie zaburzen epigenetycznych
w znacznym odsetku NFPA moze wskazywac na ich
zwiazek z patogeneza gruczolakéw przysadki.

3. Zastosowane metody badawcze moga mie¢ istotny
wplyw na uzyskiwane wyniki badarn molekularnych
i wymagaja ich wtasciwego doboru.
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