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SUMMARY AND CONCLUSION
Infection with Hepatitis C Virus (HCV) is a maior risk factor for the development of

HCC. Despite the fact that HCV is a RNA virus without a DNA intermediate, recent
studies demonstrate that HCV viral proteins may actively participate in epigenetic
regulation of hepatic cancer stem cell phenotypes and induce HCC-specific epigenetic
changes. ldentification of host epigenetic alterations induced by HCV infection and
epigenetic differences between hepatic cancer stem cells and the bulk non-tumorigenic
cancer cells, may yield potential biomarkers for early detection, as well as therapeutic
targets for HCV associated HCC.

Distinct epigenetic marks decide which sets of genes may be expressed and which
genes are kept silent. Epigenetic marks can be grouped into four main categories: DNA
methylation, histone modifications, chromatin remodeling and non coding RNA.

Cancer is caused by failure of checks and balances that control cell mumbers in
response to the needs of the whole organism. lnappropriate function of genes that promote
or inhibit cell growth or survival can be caused by errors introduced into the genetic code
itself or by faulty epigenetic mechanisms deciding which genes can and cannot be
expressed.

DNA methylation pattemns undergo complex changes in cancer. The total amount of
methylated cytosine is usually decreased resulting in global hypomethylation. Besides
global hypomethylation, most cancers also show focal hypermethylation in distinct subsets
of promoter-associated CpG islands. Affected genes are permanently silenced, Methylation
affects individual cancer patients with varying extent. While some patients have minimal
changes, others show concordant hypermethylation of multiple genes. Epigenetic DNA
methylation changes in cancer appear to be considerably more frequent events than genetic
mutations. Epigenetic alterations are easier to reverse than mutations affecting the genetic
code.

One short-term goal of diagnostic technologies is to reduce invasiveness and refine
disease-forecasting. If specific epigenetic markers can be established for a specific disease,
it will be feasible to use blood samples to analyze epigenetic signatures. The analysis of
methylation in plasma or whole blood DNA could allow identifying aberrant methylation
patterns before the onset of the symptoms.Since the disclosure of epigenetic regulation in
key genes, many studies have shown the clinical efficacy of measuring promoter
hypermethylation in various specimens such as tumor tissue, feces, and urine for
detemmining the diagnosis and prognosis of cancer patients.Most studies have reported
positive results Unlike mutations , DNA methylation usually occurs at a fixed location in
the promoter region of the gene , facilitating development of suitable assays .ln
addition,DNA methylation changes can be detected noninvasively in blood or other body
fluids, making them ideal biomarkers.

Serine protease inhibitor gene (Kunitz type 2, SPINT2 or HA1-2) encodes a
transmembrane protein with two extracellular Kunitz domains that inhibits a variety of
serine proteases. The protein inhibits hepatocyte growth factor (HGF) activator, which
prevents the formation of active hepatocyte growth factor. This gene is a putative tumor
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suppressor. This gene is located at 19a13.1, The SPIT2 gene is located on the long (q)
arm of chromosome 19 at position 13.1

The present work aimed at studying the methylation status of the promoter of serine
peptidase inhibitor, kunitz type 2 (SPINT2) gene of chronic hepatitis-C virus (HCV)
infected Egyptian patients with and without hepatocellular carcinoma.

hn the present study 130 Egyptian adults were included, they were divided into two
groups: group I (80 HCV infected patients) and group I (50 apparently healthy control
subjects). Group I was further subdivided into two subgroups: group 1 a (50 HCV infected
patients without HCC) and group I b (30 HCV infected patients with HCC). The
methylation status of SPINT2 gene promoter was studied in the peripheral blood by using
Methylation-specific PCR (MSP) technique.

According to child pugh classification of patients (group I) in the current study ,
patients with chronic HCV (group la) showed different classes of liver insult; class A was
found in 46.5% ,class B in 41.9% and class C in 11.6 % 0fHCV patients .(Table VII)

Frequent methylation may occur through activation of DNMT by HCV core protein,
or it may be explained by longer infection period.

In the current study the methylation status of SPIT -2 in HCV group (la) showed
that 60 % of cases were hemimethylated , 4 % were hypemmethylated and 36 % were
unmethylated.While in the control group () , 40 % of cases showed hemimethylation and
60 % of cases were unmethylated.None of cases showed hypemmethylation. (Table XVa)

AS for many other tumors, development of hepatocellularcarcinoma (HCC) must be
understood as a multistep process with accumulation of genetic and epigenetic alterations
in regulatory genes.

In the present sudy, patients with HCV and superimposed HCC showed a
methylation status as follows: 6.7% hypermethlated, 60 % hemimethylated and 33.3%
unmethylated .(Table XVa)

In the current study, comparison was made between the 3 groups regarding the
methylation status and results were divided into 3 categories: unmethylated and
hemimethylated or hypemmethylated. lt was found that there was a statistically significant
difference within the groups regarding the methylation status(p=0.028). (Table XV a), when
the hemimethyalted subjects and hypemmethylated subjects were combined in one group
(aberrantly methylated) there was a statistically significant difference within the groups
regarding the methylation status.The aberrant methylation in control subjects Was
significantly less frequent than HCV (p= 0.01) as well less fiequent than HCC (p=0.021),
however there was no significant difference beteen HCV and HCC as regards the
methylation status . (Table XV b)

In the current study it was concluded that there was no significant correlation
between age,AFP,HCV viral load , child pugh score and methylation status in the studied
groups .(TablesVII-XX)

In the present study we found increased risk to develop abnormal methylation in the
SPINT2 gene promoter of HCV patients in comparison to the nommal subjects, as crude
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odd's ratio was 2.52 with 95 % confidence interval (1.23-5.14), to exclude the effect of
aging as confounder that might affect the methylation status adjustment was made for odd's
ratio and it was 2.4 with 95 % confidence interval (1.13-5.26).

The present study of qualitative MSP reveals a global picture of DNA methylation
changes in HCV and HCC .Thus providing better understanding of the epigenetic
mechanism that might underlie the stepwise progression of hepatocarcinogenesis .

From the present study the following could be concluded:
1- The cases of aberrant methylation of SPIT2 gene promoter were statistically more

frequent in HCV and HCC patients rather than control subjects.
2- There was increased risk to develop aberrant methylation in SPIT2 gene promoter in

HCV patients rather than normal subjects.
3- There was no correlation between age ,AFP,HCV viral load , child pugh score and the

methylation status in the studied subjects.
4- Hypemmethyaltion of SPINT2 gene promoter was observed to be more frequent in

patients with HCV and superimposed HCC (group Ib ) than HCV patients(group la).

Recommendations:
• Larger sample size.
• Study of the methylation status 0f SPINT2 promoter gene in the liver tissues and

correlating the finding with those of the peripheral blood.
• Ouantification of methylation level using another quanitative methyl specific PCR

method such as sequencing .
• Study of methylation of other genes like TMS1/ASC, RASSF1A, SEMA3B, hMSH3,

FHIT and hMSH2 in liver cancer
• Clinical trials to prove and integrate epigenetic pathway modulating agents .
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 المعرى الملص

 العربي الملخص
 الرغم على. الكد لسرطان المسببة الرئيسية الاسباب احد هى )سي( الوبائي الكبد التهاب بفيروس الإصابة

 الدراسات تظهر ،DNA النووية الاحماض من وسيط له ليس وRNA (هو )سي الوبائي الد التهاب فيروس أن من
 الخلايا تنظيم في بنشاط تشارك أن يمكن )سي( الوبائي الكب التهاب بفيروس الخاصة الفيروسية البروتينات أن الحديثة

 التهاب فيروس عن الناجمة الجينية التخلقية التعديلات على التعرف. الجيني التخلق بواسطة الكبدية السرطانية الجذعية
 اكتشاف في تساعد قد ايضا و ، الكبدية الاورام على المبكر للكشف محتملة دلالات عن تكشف قد الوبائي)سي( الكك
 )سي(. بفيروس المرتبطة الكبدية للاورام جديدة ادوية

 يمكن المتوالي التخلق علامات الوراثية. الشفرة فوق تكمن المستوى عالية معلومات إلى يشير التخلق علم
 تعديلات الهستون، تعديلات ، النووي للحامض الميثيل مجموعة اضافة هي: رئيسية فثات أربع في تصنيفها

 شفرة. بدون الزيني النووي الحمض و الكروماتين

 لاحتياجات استجابة الخلايا أعداد في تتحكم التي والتوازنات الضوابط فشل طريق عن السرطان ويتسب
 نفسها الوراثية الشفرة في أخطاء ، الخلايا نمو تثبط أو تزيد التي الجينات وظائف اختلال سب يكون أن يمكن الانسان.

 عامل. الغير الجين من العامل الجين تحدد خاطئة تخلق اليات طريق عن أو

 في الميثيل مجموعة كم السرطان. في معقدة لتغيرات تخضع النووي للحامض الميثيل مجموعة اضافة أنماط
 جانب إلى النووى. الحمض ميثيل مجموعات في شامل انخفاض إلى يؤدى مما منخفض عادة يكون السيتوزين قاعدة

 جزر تسمي الجين محفز من معينة لاجزاء ميثيل مجموعات في زيادة أيضا سرطانات معظم تظهر الشامل، الانخفاض
CpG.دائمة. بصورة العمل عن الجينات توقب هذا علي يترتب 

 بسيطة، تغيرات لديهم الذين المرضى بعض أن حين في متفاوتة. بدرجات السرطان مرضى على تؤثر المثيلة
 الحمض ميثيل مجموعات فى التغيرات ان يعتقد و متعددة. جينات في مثيل مجموعات فى زيادة الأخزين يظهر بنما

 اكثر عكسها السهل من التخلق في التعديلات ان كما الوراثية. الطفرات من اكبر بصورة تحدث السرطان في النووى
 الدلالات هذه استخدام الممكن من يكون سوف معين لمرض محددة تخلقية دلالات اكتشاف تم إذا الوراثية. الطفرات من
 المثيلة أنماط بتحديد يسمح قد البلازما في النووي الحمض مثيلة تحليل. التخلقية التوقيعات لتحديد الدم عينات في

. الامراض أعراض ظهور قبل المغايرة

 من مختلفة انواع في الجينات محفزات في المثيل مجموعة كم لقياس الاكلينيكية الكفاءة اثت الدراسات من كثير
 في محددة اماكن في يحدث المثيل مجموعة في التغيير ان بما و الكد، سرطان تشخيص في تساعد قد انها و العينات

 من عليها الحصول السهل من و خطرة غير دلالات التخلقية التعديلات هذه تكون ان يساعد ذلك و الجينات محفزات
 مثالية دلالات التخلق تعديلات يجعل مما الحيوية السوائل و الدم عينات

Kunitz  وحداتان من يتكون و الغشاء بروتين يشفر الثانى كونتز النوع من بيبتيداز للسيرين المثبط أنزيم جين
 المنشط،(HGF) الكبدي النمو عامل يمنع البروتين سيرين. البروتياز من متنوعة مجموعة تمنع التي الخلية خارج
 ذراع عليSPINT2 جين ويقع ، للاورام مثبط الجين هذا يعتبر و النشط الكبدي النمو عامل تشكيل يمنع الذي

١٣.١ منطقة في١٩ الطويل الكروموسوم

 كونتز النوع من بييتداز للسيرين المثبط أنزيم جين محفز في الميثيل حالة دراسة إلى يهدف الحالي العمل
 بسرطان مصابن اخزين و كد سرطان بدون -سى المزمن الكبدى بالاتهاب المصابين المصريين المرضى فى الثانى

 تفاعل تقنية باستخدام الدم في السيرين بروتياز مثبط جين محفز في الميثيل حالة دراسة تمت العمل هذا وفي كد.
. (MSP)  بالثيلة الخاص التسلسلي البوليميريز

 من )ه« الأولى المجموعة مجموعتين: إلى تقسيمهم تم المصريين، البالغين من1٢٠ علي الدراسة هذه وتمت
 مجموعات إلى المرضي مجموعة تقسيم تم لقد .و اصحاء( ه0) الثانية والمجموعة(C بفيروس المصابين المرضى

 ب الأولى والمجموعة الكبد( بسرطان مصابين غير لكن وC بفيروس مريض ه0 أ) الأولى المجموعة فرعية:
 الكبد( بسرطان مصابين @و بفيروس امريض0)



 العرجى الملخص

 جين محفز في الميثيل حالة بوضع يتعلق فيما الدراسة هذه في الثلاثة المجموعات بين المقارنة تمت ولقد
 مجموعة في أنه وتبين زائدة، مثيلة و مثيلة نصف و مثيلة غير فثات:٣ إلى النتائج قسمت و السيرين بروتياز مثبط

 كانت الضابطة الاصحاء مجموعة في بينما ،i٦٠ ب الاولي مجموعة في وكذلك ، مثيلة نصف منI٦٠ أ الاولي
 فيi٤ ان حين في الضابطة، الاصحاء مجموعة في المثيلة فى الزيادة حالات هناك تكن لم فقطو140 النسبة

 إحصائية دلالة ذات فروق هناك أن وتبين. زائدة مثيلة لديهم يوجد ب الاولي المجموعة فيi٦.٧ أو الاولي المجموعة
 مثيلة. بوضع يتعلق فيما المجموعات داخل

 المغايرة( )المثيلة واحدة مجموعة في مثيلة النصف و الزائدة المثيلة ذات الحالات دمج تم الحالية الدراسة وفي
 بكثير أقل الضابطة الاصحاء مجموعة وكات المدروسة. المجموعات بين إحصائية دلالة ذات فروق هناك أن ووجد

 لم ولكن المثيلة، بوضع يتعلق فيما(٠٢١.p=0) الاوليب المجموعة من أقل .،(و،0 =اp الاوليأ) المجموعة من
.(0.٥٢=p)  أوب الاولي المجموعي بين احصائية دلالة ذو فرق هناك يكن

 و النووى. للحامض المثيلة مدى و السن فى التقدم بين ارتباط بوجود البحوث من متزايدة مجموعة أفادت وقد
 ربط تم ولقد طويلة، زمنية فترات على الزمني العمر مع النووي الحامض مثيلة ربط تم وقد الخصوص، وجه على

 دلالة ذات فروق هناك تكن لم الحالية الدراسة في ولكن السرطان، مثل بالسن مرتبطة بأمراض مثيلة في التغيرات
 بالعمر. متعلقة وجت إحصائية

 في السيرين بروتياز مثبط جين محفز في الميثيل حالة فى زيادة وجود خطر زيادة وجدنا الدراسة هذه في
7٩٥ مع٢.٥٢ الأرجحية نسبة كانت كما الطبيعيين، الأشخاص مع بالمقارنةC المزمن- الكد التهاب فيروس مصابي
 فاصل95% مع .؟٤ وكانت الأرجحية نسبة تعديل إحداث تم فقد السن تاثير ولاستبعاد (،1.23-5.14) الثقة فاصل
 (،5.26-1.13) الثقة

 سرطان و سي الكدي الالتهاب من كل فى التخلقية الجينية التغيرات على هام بشكل التعرف تم الدراسة هذه في
 الكبدي للسرطان المرحلي التقدم تسب قد التي التخلقية الميكانيكية فهم في يساعد قد عنه،مما الناجم الكد

: يلي ما هذه من ويستخلص

 من الكبدي السرطان مرضى و بفيروس المرضى حالات في اكثر احصائيا كانت المغايرة المثيلة حالات(١
 الاصحاء

 من اكثرC بفيروس المصابة المرضى فيspint2 جين محفز فى مغايرة مثيلة لحدوث خطر زيادة هناك'(
 الاصحاء

 تشايك درجة و سي فيروس مستوى ,وAFP بروتين فيتو الفا ومستوى السن فى التقدم بين علاقة هناك يكن لم(
Childدراستها. تمت التي الحالات في المثيلة حالة و 

 المرضى مجموعة في عنه الكد بسرطان المصابين المرضى مجموعة في الزائدة المثيلة حالات زيادة ملاحظة(٤
 الكبدي بالاتهاب المصابين

 التوصيات:
 الحالات. من اكبر عدد دراسة ه
. الدم عينات من المستنتجة تلك مع والنتائج والربط الكبد أنسجة فيspint2 جين معزاز في المثيلة حالة دراسة ه
 بالمثيلة. الخاص الكمي التسلسلي البوليميريز تفاعل مثل اخزى تقنية باستخدام للمثيلة الكمي المستوى قياس ه
 الكبد. سرطان في اخزى جينات في الميثيل مجموعات حالة دراسة•
 الجيني. التخلق عوامل تحوير مسار ودمج لإثبات سريرية تجارب ه

٢



 الثانى كونتز النوع من بييتيداز للسيرين المثبط أنزيم جين محفز في الميثيل حالة دراسة
 -سى المزمن الكبدى بالاتهاب المصابين المصريين المرضى فى

 علمية رسالة

 الإسكندرية جامعة الطبية البحوث معهد إلى مقدمة
 درجة على الحصول لشروط جزئيا ايفاءا

 دكتوراه

 فى

 الكيميائية الباثولوجيا

 من مقدمة

 عوض محمد مصطفي احمد

٢٠٠٤ الإسكندرية، جامعة الجراحة، و الطب بكالوريوس
٢٠١٠ الإسكندرية، جامعة الطبية، البحوث معهد الكيميائية، الباثولوجيا ماجيستير

 الطبية البحوث معهد
 الإسكندرية جامعة

٢٠١٤



 الثانى كونتز النوع من بييتيداز للسيرين المثبط أنزيم جين محفز في الميثيل حالة دراسة
 -سى المزمن الكبدى بالاتهاب المصابين المصريين المرضى فى

 من مقدمة

 عوض محمد مصطفي احمد
٢٠٠٤ الإسكندرية، جامعة الجراحة، و الطب بكالوريوس

٢٠١٠ الإسكندرية، جامعة الطبية، البحوث معهد الكيميائية، الباثولوجيا ماجيستير

 درجة على للحصول

 دكتوراه

 فى

 الكيميائية الباثولوجيا

 الرسالة على والحكم المناقشة لجنة موافقون

 رجب سعد وقاء ا.د.
 الكيميائية الباثولوجيا بقسم أستاذ
 الطبية البحوث معهد

 الإسكندرية جامعة

 شعراوي احمد احمد أ.د.
 الاكلينيكية الباثولوجيا قسم ورئيس أستاذ
 القومي الكد معهد

 المنوفية جامعة

 ماجور حمدي محمود جيهان ا.د.
 الكيميائية الباثولوجيا بقسم أستاذ
 الطبية البحوث معهد

 الإسكندرية جامعة

 زكي محمد أحمد ميسر د/
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 الطبية البحوث معهد

 الإسكندرية جامعة
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