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SSttrreesszzcczzeenniiee

CCeell  pprraaccyy:: Sugeruje się, że białko OPCML (opioid binding protein/cell adhesion molecule-like) pełni funkcję
supresora nowotworowego, jednakże brak jak do tej pory dokładnych danych opisujących to zjawisko. Jak
stwierdzono, obniżenie ekspresji genu OPCML sprzyjające procesowi powstawania nowotworów jajnika może
wynikać z utraty heterozygotyczności, epigenetycznego wyłączenia genu poprzez metylację w obrębie wysp
CpG lub specyficznych mutacji. Celem pracy było poszukiwanie zależności pomiędzy metylacją wysp CpG lub
obecnością mutacji w genie OPCML a występowaniem raka jajnika.

MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy:: Materiał do badań pochodził od 75 pacjentek z histologicznie potwierdzonym rakiem
adenocarcinoma serosum ovarii. Od 20 z nich pobrano materiał w postaci płynu wysiękowego podczas zabiegu
odbarczającego. Jako kontroli użyto materiału uzyskanego od 39 kobiet ze stwierdzonymi łagodnymi zmianami
w jajniku, którym z przyczyn osłonowych usunięto przydatki.

Z preparatów izolowano genomowe DNA przy użyciu zestawu Genomic Mini lub Sherlock AX. W celu okre-
ślenia metylacji OPCML DNA poddawano chemicznej modyfikacji, a następnie przeprowadzono PCR specyficz-
ny dla sekwencji metylowanej i niemetylowanej. Do poszukiwania mutacji w genie OPCML zastosowano tech-
nikę SSCP, a wytypowane próbki poddano sekwencjonowaniu. 

WWyynniikkii:: W grupie kontrolnej gen OPCML był metylowany u 8 z 39 badanych kobiet (12%). W grupie chorych ze
zdiagnozowanym nowotworem, od których śródoperacyjnie pobrano materiał, metylację OPCML wykryto u 26 ko-
biet z 55 badanych, co stanowi 48% (p=0,0095). U chorych, od których pobrano DNA z komórek jądrzastych z płynu
wysiękowego, metylację OPCML stwierdzono w 100% przypadków (p<0,00001). W całej grupie chorych na raka jaj-
nika u 46 z 75 badanych wykryto metylację OPCML, co stanowi 61% (p=0,00001). W badanym materiale z raka jaj-
nika nie stwierdzono obecności mutacji w genie OPCML. Z powyższych badań można wnioskować, że epigenetycz-
na inaktywacja genu OPCML może pełnić istotną rolę w procesie rozwoju raka jajnika.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  OPCML, metylacja, gen supresorowy nowotworu, rak jajnika

SSuummmmaarryy

AAiimm  ooff  tthhee  ssttuuddyy:: 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.

MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss:: 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 

Badanie inaktywacji genu OPCML w materiale pochodz¹cym z raka jajnika

Study of the OPCML inactivation in epithelial ovarian cancer

ZZbbiiggnniieeww  BByyssttyyddzziieeńńsskkii11,,  MMoonniikkaa  GGooss11,,  KKrrzzyysszzttooff  GGaawwrryycchhoowwsskkii22,,  MMaarriiuusszz  BBiiddzziińńsskkii33

1Zakład Biologii Komórki, Centrum Onkologii – Instytut im. Marii Skłodowskiej-Curie w Warszawie; 

kierownik Zakładu: prof. dr hab. med. Przemysław Janik
2Oddział Ginekologii Onkologicznej, Klinika Onkologiczna, Centrum Onkologii – Instytut im. Marii Skłodowskiej-Curie w Warszawie
3Klinika Nowotworów Narządów Płciowych Kobiecych, Centrum Onkologii – Instytut im. Marii Skłodowskiej-Curie w Warszawie; 

kierownik  Kliniki: dr hab. med. Mariusz Bidziński 

Przegląd Menopauzalny 2006; 6: 347–351



PRZEGL¥D MENOPAUZALNY 6/2006

348

WWssttêêpp

Jednym z najczęściej występujących nowotworów
u kobiet jest rak jajnika. Współczynnik umieralności
z powodu tego nowotworu wykazuje stałą tendencję
wzrostową. W pierwszych 44 latach życia ryzyko za-
chorowania na raka jajnika jest niskie i kształtuje się
na poziomie 0,1–2 na 100 tys. kobiet w ciągu roku, zaś
umieralność z jego powodu jest niska. W grupie kobiet
w wieku 45–64 lat częstość występowania nowotworu
jest wyższa, wzrasta także umieralność i wynosi 20,6
na 100 tys. kobiet na rok. Najwyższy współczynnik
umieralności obserwuje się u kobiet w wieku powyżej
65 lat i wynosi 29,7 na 100 tys. kobiet [1, 2]. Uważa się,
że część przypadków raka jajnika, zwłaszcza występu-
jących rodzinnie w połączeniu z rakiem piersi, jest
uwarunkowana genetycznie [3, 4].

Ostatnio wiele uwagi poświęca się czynnikom epige-
netycznym mogącym wpływać na ekspresję genów, lecz
niezwiązanych ze zmianami w sekwencji nukleotydów.
Jednym z czynników epigenetycznych jest metylacja
DNA, polegająca na enzymatycznym przyłączaniu reszt
metylowych (-CH3) do wielokrotnych powtórzeń se-
kwencji CG w DNA, tzw. wysp CpG [5–7].

Procesy metylacji DNA są zjawiskiem fizjologicznym
i rozpoczynają się, po zapłodnieniu komórki jajowej,
od całkowitego zniesienia metylacji we wczesnych po-
działach komórkowych [8]. Tkankowo specyficzne wzo-
ry metylacji stanowią element kontroli ekspresji genów
w czasie rozwoju i życia organizmu. Silnie metylowane
– nieaktywne obszary DNA ulegają późniejszej replikacji
niż regiony aktywnej rozluźnionej chromatyny [8, 9].

Badania utraty heterozygotyczności przeprowadzo-
ne u chorych na raka jajnika wykazały, że w locus
11q25 może znajdować się gen supresora nowotworo-
wego [10, 11]. W tym rejonie zidentyfikowano gen
OPCML (opioid binding protein/cell adhesion molecule-
-like). Sugeruje się, że utrata heterozygotyczności w lo-
cus 11q25 może powodować obniżenie ekspresji
OPCML i w konsekwencji prowadzić do rozwoju choro-
by nowotworowej [11]. Inną przyczyną zahamowania
ekspresji OPCML może być metylacja wysp CpG znaj-
dujących się w obszarze promotorowym tego genu.
Utrata funkcji białka OPCML może być również spowo-

dowana mutacją w pozycji 334 w 2 egzonie, w wyniku
której następuje zamiana aminokwasów w sekwencji
białka (P95R) [11].

Gen OPCML składa się z 7 egzonów, a jego całkowita
długość wynosi 600 tys. par zasad. Gen ten koduje recep-
tor dla alkaloidów i jest selektywny dla µ ligandów. Białko
jest zakotwiczone w zewnętrznej błonie lipidowej komó-
rek nabłonka. W jego budowie można wyróżnić charakte-
rystyczną domenę glikozylofosfatydyloinozytolową wiążą-
cą ligand [12, 13]. Białko OPCML posiada strukturalną ho-
mologię z immunoglobulinami z grupy IgLON związanymi
z adhezją międzykomórkową [11–13]. 

Bioinformatyczna analiza sekwencji aminokwasowej
wskazuje, że w białku OPCML brak jest transmembra-
nowej domeny niezbędnej do transdukcji sygnału. Za-
tem prawdopodobne jest, że OPCML nie jest niezależ-
nym receptorem opioidowym, lecz jest ważną częścią
kompleksu białkowego. Zarówno budowa kompleksu
receptorowego, jak i funkcja białka OPCML nie są jesz-
cze dokładnie poznane [11, 14].

Wysoka ekspresja OPCML jest charakterystyczna dla
jajnika i mózgu. Dużo niższy poziom transkryptu tego
genu wykazano także w innych narządach miękkich,
m.in. w jądrach, wątrobie, nerkach czy sercu [11].

CCeell  pprraaccyy

Celem pracy było poszukiwanie zależności pomiędzy
metylacją wysp CpG genu OPCML i/lub obecnością mu-
tacji w tym genie a występowaniem nowotworu jajnika.

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

Do badania włączono 114 kobiet – pacjentek Cen-
trum Onkologii w latach 2002–2005. Wśród nich znajdo-
wało się 75 kobiet chorych na raka jajnika (adenocarci-
noma serosum ovarii). Materiał mrożony i archiwizowa-
ny w parafinie pochodził od 55 chorych, a płyn
wysiękowy z jamy otrzewnej od 20. Grupę kontrolną
stanowiło 39 kobiet, u których stwierdzono łagodne
zmiany w jajniku (cystadenoma serosum ovarii). Kobiety
te zostały wcześniej poddane mastektomii z powodu ra-
ka piersi, a ze względów profilaktycznych usunięto im
przydatki.

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. 

RReessuullttss:: 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.

KKeeyy  wwoorrddss:: OPCML, methylation, tumor suppressor gen, ovarian cancer
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W przypadku 94 pacjentek materiał do badania zo-
stał pobrany śródoperacyjnie i zabezpieczony w Zakła-
dzie Patologii COI (bloczki parafinowe lub mrożenie). Ba-
dany materiał został poddany analizie histopatologicz-
nej w Zakładzie Patologii COI.

Od 20 chorych do badania molekularnego wykorzy-
stano komórki jądrzaste pochodzące z płynu wysięko-
wego z jamy otrzewnowej. Zabieg odbarczający wyko-
nano w Klinice Nowotworów Narządów Płciowych Ko-
biecych w Centrum Onkologii w Warszawie. 

IIzzoollaaccjjaa  DDNNAA

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

AAnnaalliizzaa  mmeettyyllaaccjjii  ggeennuu  OOPPCCMMLL

Genomowe DNA (1µg) poddano przez noc trawie-
niu enzymem Hind III w temp. 37oC, a następnie
oczyszczono zestawem Wizard DNA Clean-Up System
(Promega). Strawiony DNA (ok. 40 µl) denaturowano
przy użyciu 1 M NaOH w temp. 75oC przez 15 min. Mo-
dyfikację przeprowadzono, dodając do mieszaniny od-
powiednią ilość 3,9 M kwaśnego siarczynu sodowego
(Sigma) i 10 mM hydrochinonu (Sigma). Całość inku-
bowano przez 4 godz. w 55oC. Próbkę oczyszczano ze-
stawem Wizard DNA Clean-Up System (Promega). De-
purynację przeprowadzono, dodając 1 M NaOH i inku-
bując próbkę przez 15 min w 37oC. DNA wytrącano
przez noc, dodając 96% EtOH, 7,5 M CH3COONH4 (Sig-
ma) oraz glikogen (3 µg/µl) (Sigma). Następnie próbkę
wirowano przez 15 min przy prędkości 13 000 rpm.
Uzyskany osad płukano w 75% EtOH i suszono w tem-
peraturze pokojowej. Modyfikowane chemicznie DNA
zawieszono w wodzie destylowanej.

MS-PCR (Methylation Specific PCR) jest odmianą
techniki PCR służącą do ustalania różnic 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 długości 135 p.z. Mieszanina reak-
cyjna zawierała: 3,75 pM dNTPs, 15 pM starterów, 1U
polimerazy FastStart (Roche), odpowiedni bufor reak-
cyjny oraz modyfikowane DNA. Reakcję przeprowadzo-
no wg schematu: denaturacja wstępna 95oC 5 min; 
35 cykli amplifikacji: 95oC 30 s, 59–62oC 30 s, 72oC 30 s;
elongacja końcowa 72oC 7 min. Produkt reakcji rozdzie-
lano w 2,5% żelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny (0,2 µl/ml) (ryc. 1.).

Z powodu małej ilości DNA uzyskanej z materiału ze
skrawków parafinowych przeprowadzono dodatkowy
etap amplifikacji z użyciem starterów obejmujących
większy fragment genu OPCML. Otrzymany produkt
o wielkości 243 p.z. rozcieńczano w stosunku 1:25 i uży-

to w reakcji PCR opisanej powyżej. Sekwencje starterów
dostępne są u autora pracy.

PPoosszzuukkiiwwaanniiee  mmuuttaaccjjii  ww ggeenniiee  OOPPCCMMLL

Do poszukiwania mutacji w egzonach genu OPCML za-
stosowano technikę SSCP (Single Strand Conformation Po-
lymorphism Electrophoresis). Dla każdego egzonu genu
OPCML przeprowadzono osobną reakcję amplifikacji z za-
stosowaniem specyficznych starterów. Mieszanina reak-
cyjna zawierała: 3,75 pM dNTPs, 15 pM starterów, 1 U poli-
merazy FastStart (Roche), bufor 1 x stężony zawierający
MgCl2 (Roche) oraz genomowe DNA. Reakcja była prowa-
dzona wg następującego schematu: denaturacja wstępna
95oC 5 min; 35 cykli amplifikacji: 95oC 30 s, 56–64oC 30 s,
72oC 30 s; elongacja końcowa 72oC 7 min. Sekwencje star-
terów dostępne są u autora pracy.

Około 5 µl produktu PCR rozdzielano w 2,5% żelu aga-
rozowym w celu stwierdzenia efektywności reakcji. Na-
stępnie do produktu PCR (4–7 µl) dodawano bufor dena-
turujący (99% formamid, 1 M NaOH), inkubowano 10 min
w temp. 95oC i przenoszono do lodu. Rozdział produktu
prowadzono w 8% żelu akrylamidowym przy napięciu 70
V, przez 17 godz. w temp. 4oC. Żel barwiono metodą sre-
brzenia i suszono. Na podstawie zmian w obrazie prąż-
ków na żelu wybrano próbki do sekwencjonowania.

SSeekkwweennccjjoonnoowwaanniiee

Próbki po reakcji PCR oczyszczano zestawem Clean-Up
(A&A Biotechnology) zgodnie z protokołem załączonym
przez producenta. Otrzymany produkt stanowił matrycę
do reakcji sekwencjowania z użyciem zestawu BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
zgodnie z zaleceniem producenta. Produkt reakcji sekwen-
cjonowano w Pracowni Sekwencjonowania COI.

AAnnaalliizzaa  ssttaattyyssttyycczznnaa

Analizę statystyczną przeprowadzono z użyciem pa-
kietu SISA z wykorzystaniem testu χ2 (chi2).

RRyycc..  11.. Obraz rozdziału produktu reakcji MS-PCR w żelu agarozo-
wym. A– próbka od pacjentki mającej jedynie metylowaną kopię
OPCML, M50 – marker; B – próba ślepa; C – próbka od pacjentki
mającej kopię metylowaną i niemetylowaną OPCML; D – próbka
od pacjentki mającej jedynie kopię niemetylowaną

/       A        /      /       B       /        C       /        D      /

M         U    M 50   M   U M      U M          U

produkt reakcji 135 p.z.
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WWyynniikkii  

Analiza metylacji genu OPCML w materiale pocho-
dzącym od pacjentek chorych na raka jajnika oraz ze
zmianami łagodnymi wykazała, że gen OPCML częściej
ulega epigenetycznej inaktywacji u pacjentek chorych
na raka (tab. I).

Metylację genu OPCML wykryto u 46 z 75 pacjentek
(61%) chorych na raka jajnika oraz u 8 z 38 (12%) kobiet
z grupy kontrolnej. Różnice w częstości występowania
metylowanej kopii genu OPCML w obu grupach były sta-
tystycznie istotne (p=0,00001).

Dodatkowo przeprowadzono analizę metylacji genu
OPCML w zależności od sposobu pozyskania materiału
do badania. W grupie 20 kobiet, od których materiał
uzyskano z płynu wysiękowego, metylację genu OPCML
stwierdzono w 100% przypadków (w porównaniu z gru-
pą kontrolną p<0,00001). W przypadku materiału pobra-
nego śródoperacyjnie u 26 z 55 kobiet (48%) wykazano
obecność metylowanej kopii genu OPCML (w odniesie-
niu do grupy kontrolnej p=0,0095). 

Ze względu na sposób pobierania materiału możliwe
jest, że materiał zawierał heterogenną populację komó-
rek, na których wykonano badanie. W badanym materia-
le pochodzącym od pacjentek z grupy kontrolnej oraz z ra-
kiem jajnika stwierdzono, że wyłącznie niemetylowana
lub metylowana kopia genu występowała u odpowiednio
9 i 60 kobiet, co stanowi 8 i 53% badanych. W pozostałej
grupie stwierdzono obecność zarówno metylowanej, jak
i niemetylowanej kopii genu OPCML (tab. I.).

Poszukiwanie możliwych mutacji w genie OPCML
przeprowadzono za pomocą metody przesiewowej
SSCP. Na podstawie zmienionego obrazu migracji prąż-
ków w żelu poliakrylamidowym do sekwencjonowania
wytypowano 4 próbki. Jednakże dla żadnej z nich nie
potwierdzono obecności zmiany w sekwencji nukleoty-
dowej.

DDyysskkuussjjaa

Gen OPCML jest opisywany jako potencjalny supre-
sor nowotworowy odgrywający dużą rolę w rozwoju ra-
ka jajnika [11]. Przeprowadzona przez nas analiza mety-
lacji OPCML wykazała, że w materiale pochodzącym
od pacjentek z rakiem jajnika znacznie częściej obser-
wuje się ten sposób inaktywacji genu niż w materiale
kontrolnym. Stwierdziliśmy, że metylacja OPCML wystę-
puje u 61% pacjentek chorych na raka jajnika, z czego
u 48% kobiet, od których materiał do badania pobrano
śródoperacyjnie. Wynik ten stanowi wartość pośrednią
pomiędzy rezultatami otrzymanymi przez inne grupy
badawcze. Wykazały one metylację genu OPCML u 87
i 33% pacjentek [11, 15].

Metylację genu OPCML stwierdziliśmy w 100% próbek
z materiału pochodzącego z płynu wysiękowego. Obec-
ność płynu wysiękowego w jamie otrzewnowej po opera-
cji i kursach chemioterapii jest źle rokującym prognosty-
kiem. U wszystkich chorych, od których pobrano płyn od-
barczający, zaobserwowano progresję choroby.
Odnalezienie komórek nowotworowych w wysięku może
wskazywać na związek metylacji OPCML z osłabieniem
właściwości adhezyjnych komórek nowotworowych.

W badanej populacji nie wykryto mutacji w genie
OPCML. Znajduje to potwierdzenie w badaniach prze-
prowadzonych przez G. Sellara i wsp. [11], którzy badając
materiał pochodzący z 212 pierwotnych raków jajnika,
odnaleźli mutację zaledwie w jednej próbce. Konse-
kwencją tej mutacji była zmiana aminokwasowa P95R,
która powoduje zaburzenia funkcji białka OPCML [11].
Sugeruje się, że inaktywacja w wyniku mutacji występu-
je znacznie rzadziej niż obniżenie ekspresji tego genu
na skutek metylacji wysp CpG. Ponadto ostatnio publi-
kowane badania dotyczące ekspresji OPCML potwier-
dzają, że epignetyczna inaktywacja jest głównym me-
chanizmem ograniczania ekspresji tego genu [16].

TTaabb..  II.. Porównanie częstości występowania metylowanej kopii genu OPCML w materiale od pacjentek ze zmianami łagodnymi
w jajniku i chorych na raka jajnika

OObbeeccnnaa  mmeettyyllaaccjjaa  OOPPCCMMLL BBrraakk  mmeettyyllaaccjjii  
OOPPCCMMLL

GGrruuppaa LLiicczzbbaa  pprrzzyyppaaddkkóóww wwyyłłąącczznniiee  mmeettyylloowwaannaa  wwssppóółłwwyyssttęęppoowwaanniiee ((MM--,,  UU++))
kkooppiiaa OOPPCCMMLL kkooppiiii  mmeettyylloowwaanneejj

((MM++,,  UU--)) ii nniieemmeettyylloowwaanneejj  
OOPPCCMMLL  

((MM++,,  UU++))

pacjentki chore na raka 75 38 (51%) 8 (10%) 29 (39%)
jajnika (wszystkie)

materiał pobrany 55 18 (33%) 8 (15%) 29 (52%)
śródoperacyjnie

materiał z wysięków 20 20 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
z otrzewnej

pacjentki kontrolne 39 7 (18%) 1 (3%) 31 (79%)
ze zmianami łagodnymi 
w jajniku

M – kopia metylowana

U – kopia niemetylowana
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Zahamowanie ekspresji genów w trakcie rozwoju ra-
ka jajnika nie dotyczy wyłącznie OPCML. Zaobserwowa-
no, że metylacji mogą ulegać także inne geny, m.in.
PTEN, P16, CASP8, DCR1, RASSF1A, TMS1, BRCA1, MGMT,
MLH1. Obniżenie ekspresji tych genów wskutek metyla-
cji prowadzi do zaburzenia kluczowych funkcji komórko-
wych, np. proliferacji, cyklu komórkowego, procesów re-
peracji DNA i apoptozy [15].

Somatyczna metylacja wysp CpG jest dobrze pozna-
ną przyczyną inaktywacji genów hamujących powsta-
wanie nowotworu [5, 6]. Metylacja wysp CpG genu
OPCML powoduje obniżenie ekspresji genu, co w konse-
kwencji prowadzi do zmniejszenia poziomu białka – re-
ceptora i jednocześnie jego aktywności jako czynnika
supresorowego [7, 11]. Sugeruje się, że przyczyną mety-
lacji w obrębie wysp CpG w obszarze promotorowym
genu OPCML jest wzrost aktywności onkogenicznego
genu RAS, który aktywuje metylotransferazy (w wyniku
czego wzrasta metylacja genów, w tym również genów
supresorowych) [17]. Mechanizmy kontrolujące metyla-
cję i demetylację DNA nie są jeszcze do końca poznane.

Obniżenie ekspresji związane z metylacją wykazano
również dla innych przedstawicieli rodziny IgLON –
NEGR1 i LSAMP – mogących również pełnić funkcję ge-
nów supresorowych w raku jajnika [16].

Dokładne poznanie mechanizmu regulującego eks-
presję oraz działanie OPCML jest niezwykle ważnym ce-
lem, którego osiągnięcie przyczyni się do lepszego zro-
zumienia procesu nowotworzenia.

WWnniioosseekk

Z powyższych badań można wnioskować, że epigene-
tyczna inaktywacja genu OPCML poprzez metylację wysp
CpG może pełnić istotną rolę w rozwoju raka jajnika.

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