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Cel: Rak endometrium nalezy do najczestszych nowotworow ztosliwych rozwijajgcych sig
w trzonie macicy. Rozwdj raka endometrium jest ciggle stabo poznany. W artykule przedsta-
wiono przeglqd badani, ktore wskazujq, ze w genomie komorek raka endometrium dochodzi
czesto do zjawiska niestabilnosci mikrosatelitarnej pod wptywem uszkodzerr w genach muta-
torowych hMLH1 i hMSH?2.

Materialy i metody: Przebadano pacjentki, u ktorych stwierdzono raka endometrium.
Niestabilnos¢ mikrosatelitarna byta wykrywana z zastosowaniem reakcji PCR-SSCP.

Wyniki i wnioski: Niestabilnos¢ mikrosatelitarna wydaje si¢ byc istotna w rozwoju roz-
nych nowotworow, wiqczajgc raka endometrium.

Stowa kluczowe: rak endometrium, geny hMLHI i hMSH2, niestabilnos¢ mikrosatelitarna
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Wstgp wari na ten nowotwor notuje si¢ przed 40. rokiem zycia.
Nowotwér ten zajmuje 4. miejsce wsrdéd zachorowan

Rak endometrium nalezy do najczestszych nowo- na raka u kobiet [2]. Rocznie odnotowuje si¢ na catym
tworéw ztosliwych rozwijajacych si¢ w trzonie macicy.  swiecie ok. 150 tys. nowych zachorowan na raka endo-
Rak btony sluzowej trzonu macicy wystepuje w 80%  metrium. Wedlug danych Instytutu Onkologii w War-
w okresie pomenopauzalnym [1]. Tylko 5% zachoro- szawie z 1990 r. rak endometrium zajmuje w Polsce
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5. miejsce wsréd wszystkich nowotworéw ztosliwych
pod wzgledem zachorowalnosci (11,8%), a jako przy-
czyna zgonu wystepuje na 14. miejscu [2].

Zidentyfikowano wiele czynnikéw ryzyka rozwoju
raka endometrium. W znacznej liczbie badan epide-
miologicznych zapadalnos¢ na raka endometrium do-
tyczy kobiet zyjacych w lepszych warunkach ekono-
micznych. Stwierdzono, ze kobiety rasy biatej 2-krot-
nie czesciej zapadajg na ten nowotwor niz kobiety rasy
czarnej. Waznym czynnikiem ryzyka jest wspomniany
juz wyzej wiek [1, 3].

Wielu autor6w uwaza, ze ryzyko zachorowania na
raka endometrium obniza si¢ wraz ze wzrostem wieku
menarche, a wzrasta u kobiet z p6Zno wystepujaca me-
nopauzg. U kobiet, u ktérych menopauza wystgpita po
52. roku zycia stwierdzono 1,7 razy wieksze ryzyko za-
chorowania na raka endometrium niz u tych, u ktérych
menopauza wystapita przed 49. rokiem zycia [3].

Wigkszos¢ danych wykazuje znacznie czgstsze wy-
stgpowanie nowych zachorowan w grupie nierédek niz
u kobiet, ktére rodzity [1-3].

Zaburzenia miesigczkowania, a szczegdlnie niere-
gularne, dlugie cykle miesigczkowe kojarzone z bra-
kiem jajeczkowania zwigkszaja ryzyko raka btony slu-
zowej macicy, natomiast liczne cigze obnizaja je [1, 3].

Opisywany jest rowniez zwigzek zapadalnosci na
ten nowotwor u kobiet z zespotem PCO. U kobiet z ra-
kiem endometrium czgsciej stwierdza si¢ otytos¢, cu-
krzyce i nadcisnienie tgtnicze. Wzrost ryzyka u kobiet
z otyloscia, a zwlaszcza z otyloscig typu androidalnego
tlumaczy si¢, podobnie jak w przypadku raka sutka,
obwodowg konwersjg androstendionu do estronu w ko-
morkach tkanki thuszczowej. Jednoczesnie uwaza sie,
ze w wyniku niskich stezen bialek wigzacych estroge-
ny u tych kobiet, wigksza ilos¢ estrogenéw jest nie-
zwigzana [1-3].

Szereg wspomnianych wyzej czynnikéw ryzyka ra-
ka endometrium ma zwigzek z wysokimi poziomami
endogennych estrogenéw. Zaréwno estrogeny endo-
genne, jak i egzogenne stymulujg proliferacj¢ endome-
trium, uniemozliwiajac czynnos¢ sekrecyjng komorek.
Dlugotrwata stymulacja nabtonka gruczotowego po-
woduje jego rozrost, a w koricowej fazie moze dopro-
wadzi¢ do rozwoju raka. Podobny proces moze zacho-
dzi¢, gdy zwiazki estrogenne dzialaja w tkankach
o zwigkszonej wrazliwosci, lub gdy zaburzone zostaje
ich unieczynnienie (np. w niewydolnosci watroby). Hi-
perestrogenizm endogenny wystepuje we wszystkich
zaburzeniach hormonalnych, powodujacych wspo-
mniane juz cykle bezowulacyjne oraz w przypadku no-
wotworéw hormonalnie czynnych (np. ziarniszczak,
otoczkowiak) [1, 3].

Istniejg doniesienia, ze chore na raka endometrium
czesciej niz ogdt populacji pochodzg z rodzin obciagzo-
nych nowotworem. Przypuszcza si¢ takze, ze typ meta-
bolizmu estrogenéw jest uwarunkowany genetycznie.
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Wartos¢ stosunku: estriol/estradiol + estron, ujemnie ko-
reluje z zachorowalnoscig na raka endometrium [1, 3].

Gléwnym objawem raka endometrium jest niepra-
widlowe krwawienie z jamy macicy, charakterystyczne
zwlaszcza, gdy pojawia si¢ w okresie pomenopauzal-
nym. Innymi objawami mogg by¢ hematometra, py-
ometra, lub uptawy o wygladzie poptuczyn migsnych.
Jednak szacuje si¢, ze az 17% przypadkéw tego nowo-
tworu przebiega bezobjawowo [4].

Podstawg rozpoznania raka endometrium jest rozpo-
znanie histopatologiczne. Ostatecznym i weryfikujagcym
postepowaniem diagnostycznym jest frakcjonowana
abrazja kanatu i jamy macicy. Doskonalsza metodg dia-
gnostyki jest celowana biopsja endometrium dokonywa-
na w histeroskopii. Oprécz oceny rozlegtosci i umiejsco-
wienia procesu nowotworowego, pozwala ona na pobra-
nie materiatu pod kontrolg wzroku. Metodami pomocni-
czymi w diagnostyce nowotworu sg: ultrasonografia
przezpochwowa z wykorzystaniem kolorowego dopple-
ra, tomografia komputerowa, rezonans magnetyczny,
ocena marker6w nowotworowych, stanu receptorowe-
g0, analiza ploidii DNA i onkogendw [1, 2].

W raku endometrium nie dysponujemy, niestety,
badaniem skryningowym, takim jak powszechne kon-
trolne badanie mammograficzne w diagnostyce wcze-
snych postaci raka sutka, czy cytologiczne badanie tar-
czy czgsci pochwowej szyjki macicy. Objawy klinicz-
ne tego nowotworu sg mato charakterystyczne i poja-
wiaja si¢ stosunkowo pdzno. Leczenie raka endome-
trium jest leczeniem radykalnym, okaleczajacym ko-
biete, a stosowana wczesniej badZ nastgpowo radiote-
rapia powoduje szereg objawéw ubocznych. Dlatego
w petlni uzasadnione sg badania dotyczace etiologii ra-
ka endometrium, mogace si¢ przyczyni¢ do udoskona-
lenia jego diagnostyki, szczegdlnie wczesnej i leczenia.

Kancerogeneza raka endometrium jest procesem
nie w pelni wyjasnionym, ze wzgledu na réznorodnos¢
wymienionych juz wczesniej czynnikéw, mogacych jej
sprzyjac.

Powstanie nowotworu jest procesem wieloetapo-
wym. Czynniki rakotwércze oddziatywujace na nasz
organizm przewaznie nie wywotuja bezposrednio roz-
woju nowotworu, ale indukuja powstanie endogennych
czynnikéw posrednich, ktérymi sg czesto wolne rodni-
ki tlenowe lub utlenowane przez nie zwigzki. Dopiero
one mogg uszkadzaé DNA i wywotywac mutacje punk-
towe lub chromosomowe. Niektére sposréd tych muta-
cji prowadzg do transformacji nowotworowej dotknig-
tej nimi komorki i w efekcie do powstania nowotworu.
Na kazdym z tych etapéw dziatajg naturalne czynniki
antykancerogenne endogenne lub egzogenne (np. wita-
miny A, C, E, glutation, enzymy wymiatajagce wolne
rodniki i naprawcze struktury DNA).
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Niestabilno$é mikrosatelitarna

Badania wskazuja, ze niestabilnos¢ mikrosatelitar-
na (MSI) jest istotna dla rozwoju r6znych nowotwo-
réw, w tym raka endometrium. MSI w raku endome-
trium jest wynikiem zmian w genach naprawy DNA
jak hMLH1 i hMSH2.

Sekwencje mikrosatelitarne sg to krétkie, powta-
rzajace si¢ sekwencje nukleotydéw, rozsiane w warun-
kach prawidlowych w calym genomie. W genomie Eu-
karyota wystepuja powtérzenia 1-, 2-, 3- i 4-nukleoty-
dowe. Ponad 90% przebadanych dotychczas sekwencji
mikrosatelitarnych od mononukleotydéw do tetranu-
kleotydéw wykazuje polimorfizm. W genomie czto-
wieka najczesciej wystepuje S5 grup powtdrzen, przy
czym A>AC>AAAB> AAB>AG (B oznacza cytozy-
ne, guaning lub tymidyne¢). Te 5 grup stanowi 76%
wszystkich sekwencji mikrosatelitarnych. Okoto 12%
tych sekwencji stanowig tandemy dtugosci réwnej lub
wiekszej niz 40 nukleotydéw. Najczesciej w genomie
cztowieka wystepuje powtdérzenie dwunukleotydu
(CA)n/(GT)n, potocznie nazywane powtdrzeniem CA.
W genomie cztowieka wystepuje ok. 50—100 tys. se-
kwencji powtérzonych CA i pojawiajg si¢ one srednio
co 30 kpz w euchromatynie. Powtérzenia CA mogg
by¢ wyszukane w znanych sekwencjach genomu dzig-
ki przeszukaniu bibliotek krétkich sekwencji sondami
poli(dC:dA)/poli(dG:dT).

W genomie komérek rakowych, w tym raka trzonu
macicy wykryto zaburzenia w sekwencjach mikrosate-
litarnych [5, 6]. Za zmiany te, okreslane mianem nie-
stabilnosci sekwencji mikrosatelitarnych (MSI — mi-
crosatellite instability) jest odpowiedzialny uogélniony
defekt mechanizméw odpowiadajagcych za wiernosé
replikacji DNA lub za poreplikacyjng naprawg DNA
[5]. Defekty tego typu pojawiajg si¢ w wyniku mutacji
genéw mutatorowych MMR (Mismatch Repair), biora-
cych udzial w naprawie nieprawidlowo sparowanych
zasad DNA oraz zasad niesparowanych powstajacych
wskutek insercji lub delecji.

Geny hMLH1 i h(MSH2

Sekwencje mikrosatelitarne sg szczegdlnie podatne
na bledy w replikacji i wykryte zaburzenia w ich obre-
bie s3 markerem zahamowania czynnosci genéw muta-
torowych. Do tej pory wykryto mutacje w nastepujg-
cych genach: hMSH2, hMLH1, hPMS1 i hPMS?2. Naj-
czesciej wystepuja one w genie hMLH .

Gen hMLHI (ang. Human mutL E. Coli MLHI S.
Cerevisiae homologue) zostal zlokalizowany na chro-
mosomie 3p21. Jest on homologiczny do genu mutL
bakterii, ktéry koduje biatko o dlugosci 756 amino-
kwaséw, wykazujace 41% homologii z produktem ge-
nu yMLH]I drozdzy (13 aminokwaséw C-koficowych
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jest identycznych). Gen hMLH1 sktada si¢ z 19 ekso-
néw i obejmuje bez regionu promotora okoto 58 kpz
(dtugosé cDNA 2484 pz). W naprawie poreplikacyjnej
blednie sparowanych zasad biatko MLH1 oddziatuje
wspOlnie z produktem genu AMSH?2.

W wyniku mutacji germinalnych dochodzi do
uszkodzenia jednego allelu odpowiedniego genu muta-
torowego. Jeden prawidlowy allel moze spetnia¢ funk-
cje naprawcze. Osoby, u ktérych doszto do mutacji jed-
nego allelu odpowiedniego genu mutatorowego sa he-
terozygotami i nie chorujg na raka. Dopiero kiedy dru-
ga mutacja somatyczna doprowadzi do inaktywacji je-
dynego prawidlowo funkcjonujacego allelu, komoérka,
ktéra wezesniej skumulowata mutacje innych onkoge-
néw i antyonkogenéw staje si¢ komérka nowotworo-
wa. Raki z mutacjami genéw mutatorowych majg po-
dobne cechy biologiczne. Stwierdza si¢ w nich nielicz-
ne aberracje chromosomowe i posiadaja zwykle diplo-
idalng ilos¢ DNA. Rzadko towarzyszg im mutacje ge-
néw p53 czy K-ras.

Obecnos¢ mutacji w rozsianych po calym genomie
w liczbie ok. 100 tys. kopii sekwencjach typu mikrosa-
telit sugeruje uogd6lniony defekt w mechanizmach od-
powiadajacych za wiernos¢ replikacji DNA lub pore-
plikacyjna napraw¢ DNA. Dlatego tez guzy z takimi
zmianami okreslono mianem RER+ (Replication Er-
rors). Mutacje somatyczne w genie hMSH?2 okazaly si¢
odpowiedzialne za fenotyp RER+ w raku jelita grube-
go oraz w raku endometrium w koincydencji z rakiem
jelita grubego [7-11]. W raku trzonu macicy wykryto
takze zaburzenia w genach hMLHI i hMSH6 [7, 11].
W guzach RER+ obserwuje si¢ ekspansj¢ sekwencji
mikrosatelitarnej, zlokalizowanej w sekwencji kodujg-
cej genu receptora typu II transformujgcego czynnika
wzrostowego (TGFBRII). Mutacja ta powoduje inakty-
wacje receptora. Poniewaz TGFJ} jest inhibitorem pro-
liferacji komoérek nabtonkowych, utrata receptora
TGFBRII czyni komorki nowotworowe niewrazliwymi
na hamujace dziatanie TGFp. A zatem mutacje w genie
receptora TGFp, a wigc w genie o znanej funkcji w re-
gulacji proliferacji, wigzg si¢ z niestabilnoscig sekwen-
cji mikrosatelitarnych.

Defekty w systemie naprawczym MMR i powsta-
nie niestabilnosci mikrosatelitarnej MSI sg wynikiem
wzrostu tolerancji komérkowej na czynniki metylujace
jak N-metylo-N-nitrozomocznik (MNU) czy N-met-
ylo-N’-nitro-N-nitrozoguanina (MNNG). Zaréwno
MNU i MNNG powodujg metylacj¢ w pozycji O° gu-
aniny w czgsteczce DNA. Enzym O°-metyloguanina-
DNA metylotransferaza (MGMT), ktéra przenosi gru-
py metylowe na cysteing odwraca uszkodzenia DNA.
Jednakze MGMT jest skutecznie hamowana przez po-
wstajgcg hipermetylacje, a jej ekspresja w tkance no-
wotworowej staje si¢ nizsza w poréwnaniu do innych
tkanek. Niski poziom MGMT powoduje akumulacje
O°-metyloguaniny w tkance rakowej. O®-mG promuje
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Ryc. 1. Model kancerogenezy zwiazany z niestabilnoscig mikrosatelitarng (MIN)
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formowanie si¢ hybryd O°-mG/T, ktdre sg rozpoznawa-
ne przez system MMR (ryc. 1.). Jednakze mechanizm
ten zwraca si¢ tylko w kierunku nowo powstatych nici,
natomiast nie naprawia uszkodzen na niciach starych.
W zwigzku z tym nastgpuje akumulacja biedéw prowa-
dzacych do powstania mutacji, a nastepnie utrata lub
zahamowanie funkcji genéw uczestniczacych w syste-
mie MMR. Podsumowujac, mutageny metylujace be-
dace przyczyng uszkodzern DNA wywotujg zahamowa-
nie syntezy i napraw¢ DNA, a nast¢gpnie w dalszym to-
ku dziatania niszczg ten mechanizm kontrolny.

Niestabilno$é mikrosatelitarna
a rak trzonu macicy

Niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI) po raz pierw-
szy zostata wykryta u rodzin z zespotem HNPCC (ang.
Hereditary Nonpyloposis Colorectal Cancer) [12]. Za
jej powstawanie odpowiedzialny jest defekt w genach
naprawczych. W 90% przypadkéw HNPCC mutacje
germinalne maja miejsce w genach AMSH2 i hMLH1
[13]. Badania histologiczne guzéw z wykrytg mutacjg
w genie hMSH?2 lub hMLHI wykazaty, ze w grupie pa-
cjentéw z mutacjg w hMSH?2 stwierdza si¢ czgstsze wy-
stgpowanie nowotworéw poza jelitem grubym niz
w grupie z AMLHI i w ogdle pacjentéw z rakami jelita
grubego. Kolejne badania wykazaty, ze MSI jest obec-
na w ok. 20% sporadycznych rakéw jelita grubego.

Jednym z czesciej wystgpujacych nowotworédw
w koincydencji z rakiem jelita grubego jest rak endome-
trium. W genomie jego komoérek dochodzi czesto do
MSI pod wptywem uszkodzefi w genach mutatorowych.

Poza tym wiadomo, ze niestabilno$¢ mikrosatelitarng
spotyka si¢ w 15—43% sporadycznych przypadkéw raka
trzonu macicy [14, 15]. Dotychczasowe badania wska-
zuja, ze niestabilnos¢ mikrosatelitarna jest istotna dla
rozwoju tego nowotworu [16, 17]. Wiadomo, ze giéwnie
mutacje w genie naprawczym hMLH 1 prowadza do roz-
woju MSI w sporadycznym raku endometrium. Mutacje
tego genu dotyczg przede wszystkim domen konserwa-
tywnych i majg charakter delecji, insercji oraz tranzycji
i transwersji. Mutacje te sg rozrzucone wzdtuz calego re-
gionu kodujacego genu. W regionie 3° w eksonach od 15
do 19 wystepuje 38% wszystkich poznanych mutacji ge-
nu hMLH]. Najczgsciej obserwowang mutacjg jest dele-
cja w eksonie 16. Innym goragcym miejscem w genie
hMLH] sa, podobnie jak w hMSH?2 dinukleotydy CpG.
Badania zespoléw Katabuchi i wsp., Kobayashi i wsp.,
Lim i wsp. oraz Kowalski i wsp. [18-21] wykazaty, ze
u wszystkich pacjentek z rakiem trzonu macicy, u kté-
rych stwierdza si¢ defekt genu hMLH 1 wystepuje niesta-
bilnos¢ mikrosatelitarna. Oprécz hMLH1 ekspresja in-
nych genéw naprawczych AMSH2 i hMSHG6 zostata
okreslona przez zesp6t Stefanssona 1 wsp. [22] u chorych
na raka endometrium oraz skorelowana ze stopniem
MSI. Podwyzszona ekspresja hMLHI byla czestsza
wsréd nowotworéw z wysokim indeksem MSI, podczas
gdy zwigkszong ekspresje AMSH2 1 hMSH6 obserwowa-
no czesciej u chorych z niskim stopniem niestabilnosci
mikrosatelitarnej. MSI byta znaczaco skorelowana z pa-
tologiczng ekspresja hMLHI (P <0,001), a takze hMSH2
(P=0,04), i hMSH6 (P=0,001). Dane wskazuja, ze geny
naprawcze hMSH2 i hMSH6 uczestniczg w powstawaniu
niestabilnosci mikrosatelitarnej, ale w mniejszym stop-
niu niz w przypadku hMLH] [22].

Ryc. 2. Analiza polimorfizmu konformacji jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP) przy pomocy elektroforezy
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Wykrywanie niestabilno$ci
mikrosatelitarnych

Niestabilnos¢ mikrosatelitarna genéw hMLHI
i hMSH?2 jest wykrywana z zastosowaniem reakcji
PCR-SSCP (ang. single strand conformation polymor-
phism — polimorfizm konformacyjny pojedynczych ni-
ci). Analiza polimorfizmu konformacji jednoniciowych
fragmentéw DNA (SSCP) jest jedng z najczesciej sto-
sowanych technik wykrywania mutacji punktowych.
Jest to technika elektroforetyczna, polegajaca na roz-
dziale w zelu poliakryloamidowym jednoniciowych
fragmentéw DNA (zdenaturowane produkty PCR), kt6-
re podczas elektroforezy przyjmujg konformacje zalez-
ng od ich sekwencji nukleotydowej. Szybkos¢ migracji
jednoniciowych fragmentéw DNA zalezy od ich wiel-
kosci oraz konformacji. Fragmenty o takiej samej wiel-

Summary

kosci i sekwencji nukleotydéw przyjmuja takie same
konformacje, a wigc migruja z ta samg szybkoscig.
Teoretycznie wystarczy zmiana jednego nukleotydu,
aby fragment przyjat inng konformacje, a tym samym
migrowal z inng szybkoscig (ryc. 2.).

Wartos¢ prognostyczna poszczegdlnych czynnikéw
jest w raku btony sluzowej trzonu macicy bardzo zréz-
nicowana i mozliwa do zdefiniowania w réznych eta-
pach leczenia. Ustalenie rokowania na podstawie tylko
jednego, chocby najbardziej istotnego czynnika daje
rokowanie o mniejszej wartosci niz kompleksowa ana-
liza wszystkich mozliwych do uzyskania w danym mo-
mencie informacji, dotyczacych czynnikéw rokowni-
czych. Umozliwia to podjecie wlasciwych decyzji do-
tyczacych leczenia, zarowno przed operacja, jak i po
operacji.

Purpose: Endometrial cancer is one of the most common malignant neoplasms which
appear in the uterine body. Endometrial tumorigenesis is still poorly understood.
Microsatellite instability (MSI) and hMLH1 and hMSH?2 gene expression have been shown
in patients from groups with a high risk of endometrial cancer. The paper presents a review
of the results of studies showing that alterations in the mismatch repair gene hMLHI and
hMSH?2 seem to be important for the development of MSI in these tumors.

Materials and methods: The patients diagnosed with endometrial carcinoma have been
studied. The microsatellite instability was detected using PCR-SSCP reaction.

Results and conclusion: Microsatellite instability seems to be important in the
development of various human cancers including endometrial cancer.
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