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Streszczenie

Cel pracy: Sugeruje sie, ze biatko OPCML (opioid binding protein/cell adhesion molecule-like) petni funkcje
supresora nowotworowego, jednakze brak jak do tej pory doktadnych danych opisujacych to zjawisko. Jak
stwierdzono, obnizenie ekspresji genu OPCML sprzyjajace procesowi powstawania nowotworéw jajnika moze
wynika¢ z utraty heterozygotycznosci, epigenetycznego wytqczenia genu poprzez metylacje w obrebie wysp
CpG lub specyficznych mutacji. Celem pracy byto poszukiwanie zaleznosci pomiedzy metylacjg wysp CpG lub
obecnosciag mutacji w genie OPCML a wystepowaniem raka jajnika.

Materiat i metody: Materiat do badan pochodzit od 75 pacjentek z histologicznie potwierdzonym rakiem
adenocarcinoma serosum ovarii. Od 20 z nich pobrano materiat w postaci ptynu wysiekowego podczas zabiegu
odbarczajacego. Jako kontroli uzyto materiatu uzyskanego od 39 kobiet ze stwierdzonymi tagodnymi zmianami
w jajniku, ktérym z przyczyn ostonowych usunieto przydatki.

Z preparatéw izolowano genomowe DNA przy uzyciu zestawu Genomic Mini lub Sherlock AX. W celu okre-
Slenia metylacji OPCML DNA poddawano chemicznej modyfikacji, a nastepnie przeprowadzono PCR specyficz-
ny dla sekwencji metylowanej i niemetylowanej. Do poszukiwania mutacji w genie OPCML zastosowano tech-
nike SSCP, a wytypowane prébki poddano sekwencjonowaniu.

Wyniki: W grupie kontrolnej gen OPCML byt metylowany u 8 z 39 badanych kobiet (12%). W grupie chorych ze
zdiagnozowanym nowotworem, od ktérych srodoperacyjnie pobrano materiat, metylacje OPCML wykryto u 26 ko-
biet z 55 badanych, co stanowi 48% (p=0,0095). U chorych, od ktérych pobrano DNA z komérek jadrzastych z ptynu
wysiekowego, metylacje OPCML stwierdzono w 100% przypadkéw (p<0,00001). W catej grupie chorych na raka jaj-
nika u 46 z 75 badanych wykryto metylacje OPCML, co stanowi 61% (p=0,00001). W badanym materiale z raka jaj-
nika nie stwierdzono obecnosci mutacji w genie OPCML. Z powyzszych badah mozna wnioskowac, ze epigenetycz-
na inaktywacja genu OPCML moze petnic istotna role w procesie rozwoju raka jajnika.

Stowa kluczowe: OPCML, metylacja, gen supresorowy nowotworu, rak jajnika

Summary

Aim of the study: OPCML (opioid binding protein/cell adhesion molecule-like) has a tumor suppressor
function in epithelial ovarian cancer (EOC), although the mechanism of its activity is not precisely known. It was
suggested that lower OPCML expression may be caused by loss of heterozygosity, epigenetic silencing or the
somatic missense mutations. We intended to show dependence between methylation status of "CpG islands”
OPCML and EOC. The location of mutations in OPCML exons was also an aim of this study.

Material and methods: Material was collected from 75 adenocarcinoma serosum ovarii individuals with EOC
diagnosed in Centre of Oncology, MSCM Institute. From 20 of them DNA was isolated from peritoneal fluid
during decompression reduction of tension. The control group contained 39 cases of cystadenoma ovarii from
individuals after mastectomy. We used the Genomic Mini or Sherlock AX kits to DNA extraction. DNA was
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chemically modificated by sodium bisulfite and was used in MS-PCR reaction. Mutation analysis was made by
SSCP analysis and the characteristic samples were sequenced.

Results: In all of EOC diagnosed cases methylation was detected in 46 from 75 cases which represents 61%
(p<0,00001) but in control group only 8 of 39 cases (21%) showed methylation in OPCML. Methylation of OPCML
"CpG islands” was detected in 26 out of 55 cases which represents 48% (p=0.0095) of archival material with
diagnosed EOC (frozen and paraffined). Methylation was detected in 100% (p<0.00001) of cases in group with
DNA isolated from peritoneal fluid. The mutation in OPCML exons was not found. Conclusions: Epigenetic

inactivation of OPCML can lead in ovarian tumorgenesis.

Key words: OPCML, methylation, tumor suppressor gen, ovarian cancer

Wstep

Jednym z najczesciej wystepujacych nowotworéw
u kobiet jest rak jajnika. Wspétczynnik umieralnosci
z powodu tego nowotworu wykazuje statg tendencje
wzrostowa. W pierwszych 44 latach Zycia ryzyko za-
chorowania na raka jajnika jest niskie i ksztattuje sie
na poziomie 0,1-2 na 100 tys. kobiet w ciggu roku, zas
umieralnos¢ z jego powodu jest niska. W grupie kobiet
w wieku 45-64 lat czestos¢ wystepowania nowotworu
jest wyzsza, wzrasta takze umieralnosc i wynosi 20,6
na 100 tys. kobiet na rok. Najwyzszy wspotczynnik
umieralnosci obserwuje sie u kobiet w wieku powyzej
65 lat i wynosi 29,7 na 100 tys. kobiet [1, 2]. Uwaza sie,
ze czes¢ przypadkow raka jajnika, zwtaszcza wystepu-
jacych rodzinnie w potaczeniu z rakiem piersi, jest
uwarunkowana genetycznie (3, 4].

Ostatnio wiele uwagi poswieca sie czynnikom epige-
netycznym mogacym wptywac na ekspresje genéw, lecz
niezwigzanych ze zmianami w sekwencji nukleotyd6w.
Jednym z czynnikéw epigenetycznych jest metylacja
DNA, polegajaca na enzymatycznym przytaczaniu reszt
metylowych (-CH,;) do wielokrotnych powtérzen se-
kwencji CG w DNA, tzw. wysp CpG [5-7].

Procesy metylacji DNA s3 zjawiskiem fizjologicznym
i rozpoczynaja sie, po zaptodnieniu komérki jajowej,
od catkowitego zniesienia metylacji we wczesnych po-
dziatach komérkowych [8]. Tkankowo specyficzne wzo-
ry metylacji stanowia element kontroli ekspresji gendw
W czasie rozwoju i zycia organizmu. Silnie metylowane
- nieaktywne obszary DNA ulegaja p6Zniejszej replikacji
niz regiony aktywnej rozluznionej chromatyny [8, 9].

Badania utraty heterozygotycznosci przeprowadzo-
ne u chorych na raka jajnika wykazaty, ze w locus
11925 moze znajdowac sie gen supresora nowotworo-
wego [10, 11]. W tym rejonie zidentyfikowano gen
OPCML (opioid binding protein/cell adhesion molecule-
-like). Sugeruje sie, ze utrata heterozygotycznosci w lo-
cus 11g25 moze powodowaé obnizenie ekspresji
OPCML i w konsekwencji prowadzi¢ do rozwoju choro-
by nowotworowej [11]. Inng przyczyng zahamowania
ekspresji OPCML moze by¢ metylacja wysp CpG znaj-
dujacych sie w obszarze promotorowym tego genu.
Utrata funkcji biatka OPCML moze by¢ réwniez spowo-
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dowana mutacja w pozycji 334 w 2 egzonie, w wyniku
ktérej nastepuje zamiana aminokwaséw w sekwencji
biatka (P95R) [11].

Gen OPCML sktada sie z 7 egzondw, a jego catkowita
dtugos¢ wynosi 600 tys. par zasad. Gen ten koduje recep-
tor dla alkaloidow i jest selektywny dla p ligandéw. Biatko
jest zakotwiczone w zewnetrznej btonie lipidowej komo-
rek nabtonka. W jego budowie mozna wyrézni¢ charakte-
rystyczna domene glikozylofosfatydyloinozytolowa wigza-
ca ligand [12, 13]. Biatko OPCML posiada strukturalng ho-
mologie z immunoglobulinami z grupy IgLON zwigzanymi
z adhezjg miedzykomarkowa [11-13].

Bioinformatyczna analiza sekwencji aminokwasowej
wskazuje, ze w biatku OPCML brak jest transmembra-
nowej domeny niezbednej do transdukcji sygnatu. Za-
tem prawdopodobne jest, ze OPCML nie jest niezalez-
nym receptorem opioidowym, lecz jest wazng czescia
kompleksu biatkowego. Zaréwno budowa kompleksu
receptorowego, jak i funkcja biatka OPCML nie s3 jesz-
cze doktadnie poznane [11, 14].

Wysoka ekspresja OPCML jest charakterystyczna dla
jajnika i mézgu. Duzo nizszy poziom transkryptu tego
genu wykazano takze w innych narzadach miekkich,
m.in. w jadrach, watrobie, nerkach czy sercu [11].

Cel pracy

Celem pracy byto poszukiwanie zaleznosci pomiedzy
metylacja wysp CpG genu OPCML i/lub obecnoscig mu-
tacji w tym genie a wystepowaniem nowotworu jajnika.

Materiat i metody

Do badania wtaczono 114 kobiet — pacjentek Cen-
trum Onkologii w latach 2002-2005. W5r6d nich znajdo-
wato sie 75 kobiet chorych na raka jajnika (adenocarci-
noma serosum ovarii). Materiat mrozony i archiwizowa-
ny w parafinie pochodzit od 55 chorych, a ptyn
wysiekowy z jamy otrzewnej od 20. Grupe kontrolng
stanowito 39 kobiet, u ktérych stwierdzono tagodne
zmiany w jajniku (cystadenoma serosum ovarii). Kobiety
te zostaty wczesdniej poddane mastektomii z powodu ra-
ka piersi, a ze wzgledéw profilaktycznych usunieto im
przydatki.
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W przypadku 94 pacjentek materiat do badania zo-
stat pobrany srodoperacyjnie i zabezpieczony w Zakta-
dzie Patologii COI (bloczki parafinowe lub mrozenie). Ba-
dany materiat zostat poddany analizie histopatologicz-
nej w Zaktadzie Patologii COI.

Od 20 chorych do badania molekularnego wykorzy-
stano komorki jadrzaste pochodzace z ptynu wysieko-
wego z jamy otrzewnowej. Zabieg odbarczajacy wyko-
nano w Klinice Nowotworéw Narzadéw Ptciowych Ko-
biecych w Centrum Onkologii w Warszawie.

Izolacja DNA

Genomowe DNA izolowano z uzyciem zestawu Ge-
nomic Mini lub Sherlock AX (A&A Biotechnology) zgod-
nie z zaleceniami producenta zestawow.

Andaliza metylacji genu OPCML

Genomowe DNA (lug) poddano przez noc trawie-
niu enzymem Hind Il w temp. 37°C, a nastepnie
oczyszczono zestawem Wizard DNA Clean-Up System
(Promega). Strawiony DNA (ok. 40 ul) denaturowano
przy uzyciu 1 M NaOH w temp. 75°C przez 15 min. Mo-
dyfikacje przeprowadzono, dodajac do mieszaniny od-
powiednig ilos¢ 3,9 M kwasnego siarczynu sodowego
(Sigma) i 10 mM hydrochinonu (Sigma). Catos¢ inku-
bowano przez 4 godz. w 55°C. Prébke oczyszczano ze-
stawem Wizard DNA Clean-Up System (Promega). De-
purynacje przeprowadzono, dodajagc 1 M NaOH i inku-
bujac prébke przez 15 min w 37°C. DNA wytracano
przez noc, dodajac 96% EtOH, 7,5 M CH,COONH, (Sig-
ma) oraz glikogen (3 pg/pl) (Sigma). Nastepnie prébke
wirowano przez 15 min przy predkosci 13 000 rpm.
Uzyskany osad ptukano w 75% EtOH i suszono w tem-
peraturze pokojowej. Modyfikowane chemicznie DNA
zawieszono w wodzie destylowanej.

MS-PCR (Methylation Specific PCR) jest odmiang
techniki PCR stuzaca do ustalania r6znic w metylacji
badanej sekwencji DNA. Do oceny metylacji genu
OPCML zastosowano specyficzne startery dla sekwen-
cji metylowanej i niemetylowanej obejmujace 35 wysp
CpG genu OPCML o dtugosci 135 p.z. Mieszanina reak-
cyjna zawierata: 3,75 pM dNTPs, 15 pM starteréw, 1U
polimerazy FastStart (Roche), odpowiedni bufor reak-
cyjny oraz modyfikowane DNA. Reakcje przeprowadzo-
no wg schematu: denaturacja wstepna 95°C 5 min;
35 cykli amplifikacji: 95°C 30' s, 59-62°C 30°s, 72°C 30 s;
elongacja kohcowa 72°C 7 min. Produkt reakcji rozdzie-
lano w 2,5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny (0,2 ul/ml) (ryc. 1.).

Z powodu matej ilosci DNA uzyskanej z materiatu ze
skrawkéw parafinowych przeprowadzono dodatkowy
etap amplifikacji z uzyciem starteréw obejmujacych
wiekszy fragment genu OPCML Otrzymany produkt
o wielkosci 243 p.z. rozcieficzano w stosunku 1:25 i uzy-

M Uu M50 M U M U M U

produkt reakcji 135 p.z.

Ryc. 1. Obraz rozdziatu produktu reakcji MS-PCR w Zelu agarozo-
wym. A- prébka od pacjentki majacej jedynie metylowanga kopie
OPCML, M50 — marker; B — préba Slepa; C — prébka od pacjentki
majacej kopie metylowang i niemetylowang OPCML; D — prébka
od pacjentki majacej jedynie kopie niemetylowang

to w reakcji PCR opisanej powyzej. Sekwencje starterow
dostepne sa u autora pracy.

Poszukiwanie mutacji w genie OPCML

Do poszukiwania mutacji w egzonach genu OPCML za-
stosowano technike SSCP (Single Strand Conformation Po-
lymorphism Electrophoresis). Dla kazdego egzonu genu
OPCML przeprowadzono osobng reakcje amplifikacji z za-
stosowaniem specyficznych starterow. Mieszanina reak-
cyjna zawierata: 3,75 pM dNTPs, 15 pM starteréw, 1 U poli-
merazy FastStart (Roche), bufor 1 x stezony zawierajacy
MgCl, (Roche) oraz genomowe DNA. Reakcja byta prowa-
dzona wg nastepujacego schematu: denaturacja wstepna
95°C 5 min; 35 cykli amplifikacji: 95°C 30 s, 56-64°C 30 s,
72°C 30 s; elongacja korficowa 720C 7 min. Sekwencje star-
teréw dostepne sag u autora pracy.

Okoto 5 pl produktu PCR rozdzielano w 2,5% zelu aga-
rozowym w celu stwierdzenia efektywnosci reakgji. Na-
stepnie do produktu PCR (4-7 ul) dodawano bufor dena-
turujacy (99% formamid, 1 M NaOH), inkubowano 10 min
w temp. 95°C i przenoszono do lodu. Rozdziat produktu
prowadzono w 8% zelu akrylamidowym przy napieciu 70
V, przez 17 godz. w temp. 4°C. Zel barwiono metodg sre-
brzenia i suszono. Na podstawie zmian w obrazie praz-
kéw na zelu wybrano prébki do sekwencjonowania.

Sekwencjonowanie

Prébki po reakcji PCR oczyszczano zestawem Clean-Up
(A&A Biotechnology) zgodnie z protokotem zatgczonym
przez producenta Otrzymany produkt stanowit matryce
do reakcji sekwencjowania z uzyciem zestawu BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
zgodnie z zaleceniem producenta. Produkt reakcji sekwen-
cjonowano w Pracowni Sekwencjonowania COL

Andliza statystyczna

Analize statystyczna przeprowadzono z uzyciem pa-
kietu SISA z wykorzystaniem testu y? (ché).
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Wyniki

Analiza metylacji genu OPCML w materiale pocho-
dzacym od pacjentek chorych na raka jajnika oraz ze
zmianami tagodnymi wykazata, ze gen OPCML czesciej
ulega epigenetycznej inaktywacji u pacjentek chorych
na raka (tab. ).

Metylacje genu OPCML wykryto u 46 z 75 pacjentek
(61%) chorych na raka jajnika oraz u 8 z 38 (12%) kobiet
z grupy kontrolnej. R6znice w czestosci wystepowania
metylowanej kopii genu OPCML w obu grupach byty sta-
tystycznie istotne (p=0,00001).

Dodatkowo przeprowadzono analize metylacji genu
OPCML w zaleznosci od sposobu pozyskania materiatu
do badania. W grupie 20 kobiet, od ktérych materiat
uzyskano z ptynu wysiekowego, metylacje genu OPCML
stwierdzono w 100% przypadkéw (w poréwnaniu z gru-
pa kontrolng p<0,00001). W przypadku materiatu pobra-
nego $rodoperacyjnie u 26 z 55 kobiet (48%) wykazano
obecnosé¢ metylowanej kopii genu OPCML (w odniesie-
niu do grupy kontrolnej p=0,0095).

Ze wzgledu na sposéb pobierania materiatu mozliwe
jest, ze materiat zawierat heterogenna populacje komé-
rek, na ktérych wykonano badanie. W badanym materia-
le pochodzacym od pacjentek z grupy kontrolnej oraz z ra-
kiem jajnika stwierdzono, ze wytacznie niemetylowana
lub metylowana kopia genu wystepowata u odpowiednio
91 60 kobiet, co stanowi 8 i 53% badanych. W pozostatej
grupie stwierdzono obecnos¢ zarowno metylowanej, jak
i niemetylowanej kopii genu OPCML (tab. 1.).

Poszukiwanie mozliwych mutacji w genie OPCML
przeprowadzono za pomocg metody przesiewowej
SSCP. Na podstawie zmienionego obrazu migracji praz-
kéw w zelu poliakrylamidowym do sekwencjonowania
wytypowano 4 prébki. Jednakze dla zadnej z nich nie
potwierdzono obecnosci zmiany w sekwencji nukleoty-
dowej.

Dyskusja

Gen OPCML jest opisywany jako potencjalny supre-
sor nowotworowy odgrywajacy duzg role w rozwoju ra-
ka jajnika [11]. Przeprowadzona przez nas analiza mety-
lacji OPCML wykazata, ze w materiale pochodzacym
od pacjentek z rakiem jajnika znacznie czesciej obser-
wuje sie ten sposéb inaktywacji genu niz w materiale
kontrolnym. Stwierdzilismy, ze metylacja OPCML wyste-
puje u 61% pacjentek chorych na raka jajnika, z czego
u 48% kobiet, od ktérych materiat do badania pobrano
srédoperacyjnie. Wynik ten stanowi wartos¢ posrednia
pomiedzy rezultatami otrzymanymi przez inne grupy
badawcze. Wykazaty one metylacje genu OPCML u 87
i 33% pacjentek [11, 15].

Metylacje genu OPCML stwierdzilismy w 100% prébek
z materiatu pochodzacego z ptynu wysiekowego. Obec-
nos¢ ptynu wysiekowego w jamie otrzewnowej po opera-
¢ji i kursach chemioterapii jest Zle rokujacym prognosty-
kiem. U wszystkich chorych, od ktérych pobrano ptyn od-
barczajacy,  zaobserwowano  progresje  choroby.
Odnalezienie komérek nowotworowych w wysieku moze
wskazywac na zwiazek metylacji OPCML z ostabieniem
witasciwosci adhezyjnych komérek nowotworowych.

W badanej populacji nie wykryto mutacji w genie
OPCML. Znajduje to potwierdzenie w badaniach prze-
prowadzonych przez G. Sellara i wsp. [11], ktérzy badajac
materiat pochodzacy z 212 pierwotnych rakéw jajnika,
odnalezli mutacje zaledwie w jednej prébce. Konse-
kwencja tej mutacji byta zmiana aminokwasowa P95R,
ktéra powoduje zaburzenia funkcji biatka OPCML [11].
Sugeruje sie, ze inaktywacja w wyniku mutacji wystepu-
je znacznie rzadziej niz obnizenie ekspresji tego genu
na skutek metylacji wysp CpG. Ponadto ostatnio publi-
kowane badania dotyczace ekspresji OPCML potwier-
dzaja, ze epignetyczna inaktywacja jest gtobwnym me-
chanizmem ograniczania ekspresji tego genu [16].

Tab. I. Poréwnanie czestosci wystepowania metylowanej kopii genu OPCML w materiale od pacjentek ze zmianami tagodnymi

w jajniku i chorych na raka jajnika

Obecna metylacja OPCML Brak metylacji

OPCML
Grupa Liczba przypadkéow wytacznie metylowana wspétwystepowanie M-, U+)
kopia OPCML kopii metylowanej
(M+, U-) i niemetylowanej
OPCML
(M+, U+)
pacjentki chore na raka 75 38 (51%) 8 (10%) 29 (39%)
jajnika (wszystkie)
materiat pobrany 55 18 (33%) 8 (15%) 29 (52%)
Srodoperacyjnie
materiat z wysiekow 20 20 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
z otrzewnej
pacjentki kontrolne 39 7 (18%) 1(3%) 31 (79%)

ze zmianami tagodnymi
w jajniku

M - kopia metylowana
U - kopia niemetylowana
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Zahamowanie ekspresji genéw w trakcie rozwoju ra-
ka jajnika nie dotyczy wytacznie OPCML. Zaobserwowa-
no, ze metylacji moga ulegaé takze inne geny, m.in.
PTEN, P16, CASP8, DCR1, RASSFI1A, TMS1, BRCAI, MGMT,
MLHI. Obnizenie ekspresji tych genéw wskutek metyla-
cji prowadzi do zaburzenia kluczowych funkcji komérko-
wych, np. proliferacji, cyklu komérkowego, proceséw re-
peracji DNA i apoptozy [15].

Somatyczna metylacja wysp CpG jest dobrze pozna-
na przyczyna inaktywacji genéw hamujacych powsta-
wanie nowotworu [5, 6]. Metylacja wysp CpG genu
OPCML powoduje obnizenie ekspresji genu, co w konse-
kwencji prowadzi do zmniejszenia poziomu biatka — re-
ceptora i jednoczesnie jego aktywnosci jako czynnika
supresorowego [7, 11]. Sugeruje sie, ze przyczyna mety-
lacji w obrebie wysp CpG w obszarze promotorowym
genu OPCML jest wzrost aktywnosci onkogenicznego
genu RAS, ktory aktywuje metylotransferazy (w wyniku
czego wzrasta metylacja genéw, w tym réwniez gendw
supresorowych) [17]. Mechanizmy kontrolujgce metyla-
cje i demetylacje DNA nie s3 jeszcze do kofica poznane.

Obnizenie ekspresji zwigzane z metylacjg wykazano
rowniez dla innych przedstawicieli rodziny IgLON —
NEGRI i LSAMP — mogacych rowniez petni¢ funkcje ge-
néw supresorowych w raku jajnika [16].

Doktadne poznanie mechanizmu regulujacego eks-
presje oraz dziatanie OPCML jest niezwykle waznym ce-
lem, ktérego osiggniecie przyczyni sie do lepszego zro-
zumienia procesu nowotworzenia.

Whniosek

Z powyzszych badah mozna wnioskowad, ze epigene-
tyczna inaktywacja genu OPCML poprzez metylacje wysp
CpG moze petnic istotng role w rozwoju raka jajnika.

Badania finansowane z grantu KBN nr 2 PO5E 032 28
(0708).

PiSmiennictwo

1. Zatonski WA, Tyczynski JE. Epidemiologia nowotwordw ztosliwych w Pol-
sce w pietnastoleciu 1980-1994. Centrum Onkologii — Instytut im. Marii
Sktodowskiej Curie, Warszawa 1997.

2. Tyczynski JE i wsp. Atlas umieralnosci na nowotwory ztosliwe w Polsce
w latach 1991-1995. Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej
Curie, Warszawa 1998.

3. Basham VM, Lipscombe JM, Ward JM, at al. BRCA1 and BRCA2 mutations
in a population-based study of male breast cancer. Breast Cancer Res.
2002; 4: R2.

4, Ottini L, D’Amico C, Noviello C, at al. BRCA1 and BRCA2 mutations in cen-
tral and southern Italian patients. Breast Cancer Res 2000; 2: 307-10.

5. Esteller M, Corn PG, Baylin SB, at al. A gene hypermethylation profile of
human cancer. Cancer Res 2001; 61: 3225-9.

6. Esteller M. CpG island hypermethylation and tumor suppressor genes:
a booming present, a brighter future. Oncogene 2002; 21: 5427-40.

7. Rountree MR, Bachman KE, Herman JG, at al. DNA methylation, chroma-
tin inheritance, and cancer. Oncogene 2001; 20: 3156-65.

8. Szpecht-Potocka A. Rodzicielskie pietno genomowe w zespole Pradera-

-Williego. Postepy Biochemii 2001; 1: 87-97.

9. Robertson KD. DNA methylation and chromatin. Oncogene 2002; 21:
5361-79.

10. Launonen V, Stenback F, Puistola U, et al. Chromosome 11¢22.3-q25 LOH
in ovarian cancer: association with a more aggressive disease course and
involved subregions. Gynecol Oncol 1998; 71: 299-304.

11. Sellar GC, Watt KP, Rabiasz GJ, et al. OPCML at 1125 is epigenetically in-
activated and has tumor-suppressor function in epithelial ovarian cancer.
Nat Genet 2003; 34: 337-43.

12. Funatsu N, Miyata S, Kumanogoh H, at al. Characterization of a novel rat
brain glycosylphosphatidylinositol-anchored protein (Kilon), a member of

the IgLON cell adhesion molecule family. J Biol Chem 1999; 274: 8224-30.

13. Harpaz Y, Chothia C. Many of the immunoglobulin superfamily domains
in cell adhesion molecules and surface receptors belong to a new struc-
tural set which is close to that containing variable domains. J Mol Biol
1994; 238: 528-39.

14. Shark KB, Lee NM. Cloning, sequencing and localization to chromosome
11 of a ¢cDNA encoding a human opioid-binding cell adhesion molecule
(OBCAM). Gene 1995; 155: 213-7.

15. Teodoridis JM, Hall J, Marsh S, et al. CpG island methylation of DNA da-
mage response genes in advanced ovarian. Cancer Res 2005; 65: 8961-7.

16. Mei FC, Young TW, Liu J, et al. RAS-mediated epigenetic inactivation of
OPCML in oncogenic transformation of human ovarian surface epithelial
cells. FASEB ) 2006; 20: 497-9.

17. Ntougkos E, Rush R, Scott D, et al. The IgLON family in epithelial ovarian
cancer: expression profiles and clinicopathologic correlates. Clin Cancer
Res 2005; 11: 5764-8.

351



