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TToottaallnnaa  mmeettyyllaaccjjaa  ggeennoommoowweeggoo
DDNNAA  ww rreellaaccjjii  ddoo  mmuuttaaccjjii  
ppuunnkkttoowwyycchh  kkooddoonnuu  1122  ggeennuu  
KK--rraass ww ppiieerrwwoottnnyycchh  rraakkaacchh  
eennddoommeettrriiuumm  

TThhee  ccoorrrreellaattiioonn  bbeettwweeeenn  ggeennoommiicc  DDNNAA  ttoottaall  mmeetthhyyllaattiioonn  aanndd  ccooddoonn  
1122  KK--rraass  ggeennee  ppooiinntt  mmuuttaattiioonnss  iinn  pprriimmaarryy  eennddoommeettrriiaall  ccaanncceerrss

KKrrzzyysszzttooff  PPoossttaawwsskkii11,,  AAnnddrrzzeejj  SSeemmcczzuukk11,,  RRoommaann  MMiittuurrsskkii11,,  JJeerrzzyy  AA..  JJaakkoowwiicckkii11,,  GGéérraarrdd  KKeeiitthh22,,  

WW³³ooddzziimmiieerrzz  BBaarraannoowwsskkii11

Celem pracy by³o ustalenie zale¿noœci pomiêdzy stopniem ca³kowitej metylacji genomowe-
go DNA a mutacjami punktowymi w kodonie 12 genu K-ras w rakach endometrium u kobiet. 

Materia³ i metody stanowi³o DNA uzyskane z 44 pierwotnych raków endometrium. Kontro-
lê stanowi³y próbki DNA uzyskane z 25 prawid³owych tkanek endometrium. Zakres metylacji
DNA ustalano poprzez ocenê iloœciow¹ chromatograficznych rozdzia³ów hydrolizatów DNA
znakowanych 32P [γATP] na koñcu 5’ (32P–postlabeling). Mutacje punktowe w kodonie 12 ge-
nu K-ras oceniano technik¹ analizy polimorfizmu d³ugoœci fragmentów restrykcyjnych i reak-
cji ³añcuchowej polimerazy (RFLP-PCR). 

Totalna metylacja genomowego DNA w rakach endometrium wynosi³a 3,43%±0,47% i by-
³a znamiennie statystycznie wy¿sza ni¿ w prawid³owym endometrium fazy proliferacyjnej
(2,94%±0,40%, p=0,003) ale ni¿sza w relacji do endometrium z fazy sekrecyjnej (3,75%
±0,47%, p=0,03). Mutacje punktowe kodonu 12 genu K-ras stwierdzono w 25% analizowanych
raków. Metylacja genomowego DNA by³a znamiennie ni¿sza w rakach wykazuj¹cych mutacjê
kodonu 12 genu K-ras w relacji do zakresu DNA nowotworów nie wykazuj¹cych tej mutacji. 

Wniosek: Hipometylacja DNA mo¿e u³atwiaæ powstawanie mutacji w genie K-ras. 

S³owa kluczowe: metylacja DNA, rak endometrium, gen K-ras. 

(Przegl¹d Menopauzalny 2002, 2: 14 –17) 

Metylacja dezoksycytozyny (dC) jest epigene-
tyczn¹ i jedyn¹ znan¹ dotychczas fizjologiczn¹ mo-
dyfikacj¹ DNA [12]. Polega ona na przy³¹czeniu

reszty metylowej (CH3-) do pierœcienia pirymidyno-
wego dC w pozycji 5 [11]. Reakcjê powy¿sz¹ katali-
zuj¹ specyficzne enzymy zwane metylotransferazami
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22 UUnniittee  PPrroopprree  ddee  RReecchheerrcchhee  nnoo  99000022  CCeennttrree  NNaattiioonnaall  ddee  llaa  RReecchheerrcchhee  SScciieennttiiffiiqquuee,,  IInnssttiittuutt  ddee  BBiioollooggiiee
MMoolleeccuullllaaiirree  eett  CCeelllluullaaiirree



PPRRZZEEGGLL¥¥DD  MMEENNOOPPAAUUZZAALLNNYY  22//22000022 15

5-cytozyny DNA [4, 8]. Zmiany metylacji DNA, za-
równo w kierunku hipometylacji, jak i hipermetylacji
s¹ uznawane za jedne z najwczeœniejszych zjawisk
w onkogenezie [1]. Hipometylacja mo¿e powodowaæ
zwiêkszon¹ tendencjê do mutacji i tym samym u³a-
twiaæ progresjê procesu nowotworowego [3]. 

Ostatnio ustalono, ¿e aktywnoœæ metylotransferazy
DNA jest regulowana przez uk³ad produktów protoon-
kogenów j¹dra komórkowego ras i jun (ang. Ras-Jun
signaling pathway) [7, 9, 10]. Rodzina genów ras sk³a-
da siê z trzech genów H-ras, N-ras i K-ras [2]. Naby-
waj¹ one w³asnoœci onkogennych poprzez mutacje
punktowe w regionach okreœlanych jako gor¹ce miej-
sca (ang. hot spots), wystêpuj¹cych najczêœciej w ko-
donach 12, 13, 59 i 61. Mutacje genu K-ras wykrywa
siê najczêœciej w nowotworach typu gruczolakoraków
w trzustce, okrê¿nicy, p³ucach i endometrium [2]. 

W dotychczas opublikowanych pracach brak jest
danych na temat relacji pomiêdzy mutacjami w genach
rodziny ras a zakresem globalnej metylacji DNA. 

Celem pracy by³o ustalenie ewentualnego zwi¹zku
pomiêdzy mutacjami w kodonie 12 genu K-ras a zakre-
sem metylacji totalnego genomowego DNA w rakach
endometrium. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

Próbki raka endometrium uzyskano od 44 pacjen-
tek operowanych w II Katedrze i Klinice Ginekologii
Akademii Medycznej w Lublinie. Œredni wiek opero-
wanych wyniós³ 60,1±9,5 lat (zakres od 38–81 lat).
Histologicznie prawid³owe tkanki endometrium z fa-
zy proliferacyjnej i fazy sekrecyjnej, s³u¿¹ce jako
kontrola uzyskano od 25 pacjentek operowanych
z powodu innego ni¿ patologia b³ony œluzowej maci-
cy. Pacjentki z tej grupy wykazywa³y prawid³owy
cykl miesiêczny. 

Próbki DNA w iloœci 1 µg poddawano trawieniu
do 3’ monofosfonukleozydów za pomoc¹ nukleazy
mikrokokowej (2 µg) i fosfodiesterazy œledzionowej
(1 µg) (Sigma-Aldrich) w buforze zawieraj¹cym 20
mM bursztynianu sodu pH 6 z dodatkiem 10 mM
CaCl2. Po trawieniu roztwór dope³niano wod¹ desty-
lowan¹ do 60 µl i z tej próbki pobierano do znakowa-
nia 10 µl roztworu co odpowiada 0,17 µg DNA.
Próbki liofilizowano, a nastêpnie dodawano 5 µl bu-
foru bicyna – HCl pH 9,25 zawieraj¹cego 2 µCi 
γ-32P-ATP, (Amersham, USA), 400 pM nieznakowa-
nego ATP i 2 U kinazy polinukleotydowej (pK) (Sig-
ma-Aldrich). Znakowanie przeprowadzono w ³aŸni
wodnej w temp. 370C przez 30 min. Do ka¿dej z pro-

bówek zawieraj¹cej mieszaninê 3’, 5’ dwufosfora-
nów nukleozydów znakowanych 32P na koñcu 5’, do-
dawano 4 mU apyrazy (Sigma-Aldrich) w celu stra-
wienia nadmiaru ATP. Reakcjê powy¿sz¹ przeprowa-
dzano w temperaturze pokojowej w czasie 20 min.
Uzyskane w reakcji znakowania dwufosforany dez-
oksynukleotydów poddawano defosforylacji w pozy-
cji 3’ przy udziale 0,1 µg nukleazy P1 (Boehringer,
Niemcy) w temp. 370C w 5 µl buforu zawieraj¹cego
0,5 M octan amonu (CH3COONH4) pH 4,5. 

Próbki hydrolizatu w objêtoœci 5 µl nanoszono
punktowo na p³ytki celulozowe o wymiarach 20 x 20
cm (Merck, Darmstadt, Niemcy) i poddawano 2-kie-
runkowej chromatografii cienkowarstwowej (TLC).
Rozdzia³ chromatograficzny w pierwszym kierunku
przeprowadzano stosuj¹c rozpuszczalnik o nastêpu-
j¹cym sk³adzie: kwas izomas³owy:H2O:NH4OH
(66:17:1– v/v/v). Czas rozdzia³u w pierwszym kie-
runku monitorowano obserwuj¹c migracjê solwentu
– rozdzia³ koñczono w momencie osi¹gniêcia przez
solwent górnej krawêdzi p³ytki. Œredni czas rozdzia-
³u wynosi³ 12–14 godz. Po wysuszeniu p³ytek w tem-
peraturze pokojowej (ok. 6–8 godz.) przystêpowano
do rozdzia³u w drugim kierunku, stosuj¹c solwent
o nastêpuj¹cym sk³adzie: 0,1M Na2HPO4/NaH2PO4

pH 6,8: siarczan amonu: propanol – 1 (100:60:1,5 –
v/w/v). Po zakoñczeniu rozdzia³u chromatograficz-
nego p³ytki umieszczano w cieplarce i suszono
w temp. 520C co najmniej przez 2 godz. Pomiary ilo-
œciowe radioaktywnoœci znakowanych plamek za-
wieraj¹cych metylo-5-dezoksycytydynê (pm5dC)
i dezoksycytydynê (pdC) przeprowadzano 2-krotnie
przy pomocy analizatora (bio-imaging) (BAS 2000,
Fuji, Japonia) w trybie iloœciowym. Zawartoœæ m5dC
obliczano ze wzoru (m5dC/m5dC + dC) x 100%. 

Analizê mutacji kodonu 12 w genie K-ras anali-
zowano metod¹ polimorfizmu d³ugoœci fragmentów
restrykcyjnych i reakcji ³añcuchowej polimerazy
(RFLP-PCR) zgodnie z metod¹ opisan¹ przez Jiang
i wsp. [6]. W skrócie u¿ywaj¹c specyficznych prime-
rów amplifikowano 157-nukleotydowe fragmenty
pierwszego exonu genu K-ras, które poddawano en-
zymatycznemu trawieniu endonukleaz¹ restrykcyjn¹
BstNI. W rozdziale elektroforetycznym na 10% ¿elu
poliakrylamidowym w przypadku braku mutacji (typ
dziki) uzyskiwano 3 fragmenty (odpowiednio o d³u-
goœci 114pz, 29pz i 14pz). W przypadku obecnoœci
mutacji w rozdziale elektroforetycznym wystêpowa-
³y jedynie 2 pr¹¿ki o d³ugoœci 143pz i 14pz. Jako
kontrolê pozytywn¹ u¿ywano DNA ze zmutowanych
komórek raka endometrium, uzyskanych z hodowli
komórkowej, zaœ jako kontrola negatywna s³u¿y³
DNA uzyskany z ³o¿yska cz³owieka. 
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AAnnaalliizzaa  ssttaattyyssttyycczznnaa

Analizê statystyczn¹ wykonywano przy pomocy
pakietu Statistica 5, stosuj¹c test t-Studenta. Wyniki
przedstawiono jako œrednie ±odchylenie standardowe.
Istotnoœæ ró¿nic oceniano w oparciu o p <0,05. 

WWyynniikkii

Totalna metylacja genomowego DNA w rakach
endometrium wynosi³a 3,43%±0,47% i by³a zna-
miennie statystycznie wy¿sza ni¿ w prawid³owym
endometrium fazy proliferacyjnej (2,94%±0,40%,
p=0,003) ale ni¿sza w relacji do endometrium z fazy
sekrecyjnej (3,75%±0,47%, p=0,03). Mutacje punk-
towe kodonu 12 genu K-ras stwierdzono w 25% ana-
lizowanych raków. Metylacja genomowego DNA
by³a znamiennie ni¿sza w nowotworach wykazuj¹-
cych mutacjê kodonu 12 genu K-ras w relacji do za-
kresu DNA guzów nie wykazuj¹cych tej mutacji
(3,19%±0,31% versus 3,51%±0,48%, p=0,047). Za-
kres metylacji DNA w prawid³owym endometrium
fazy prolifreacyjnej, w relacji do zakresu metylacji
DNA raków endometrium wykazuj¹cych mutacje
w zakresie kodonu 12 genu K-ras nie wykazywa³
istotnych statystycznie ró¿nic. Istotna ró¿nica wy-
stêpowa³a natomiast w przypadku endometrium fazy
sekrecyjnej w relacji do raków endometrium z muta-
cj¹ genu K-ras, gdzie stwierdzono istotnie ni¿szy za-
kres metylacji w DNA tkanki guza (p=0,0024).
W przypadku nowotworów bez mutacji metylacja
DNA guza by³a znamiennie wy¿sza w relacji do en-
dometrium fazy proliferacyjnej (p=0,0012) i bardzo
zbli¿ona do zakresu metylacji DNA w endometrium
fazy sekrecyjnej. 

DDyysskkuussjjaa

Przeprowadzone przez nas badania pokaza³y, ¿e
zakres metylacji genomowego DNA w pierwotnych
rakach endometrium mieœci siê najczêœciej w grani-
cach metylacji prawid³owego endometrium kobiet
w okresie rozrodczym. Jedynie 6 guzów nowotworo-
wych wykazywa³o wartoœci metylacji DNA poni¿ej
wartoœci uzyskiwanych dla prawid³owego endome-
trium. Wyniki przeprowadzonych przez nas badañ
wskazuj¹ na fakt, ¿e w przypadku raków endome-
trium nie obserwuje siê hipometylacji jako czynnika
promuj¹cego onkogenezê. Stwierdzono nawet, ¿e
w przypadku raków endometrium, hipermetylacja
jest czêstszym zjawiskiem molekularnym ni¿ hipo-
metylacja. 

W naszych badaniach po raz pierwszy stwierdzo-
no, ¿e istnieje korelacja pomiêdzy obecnoœci¹ muta-

cji w kodonie 12 genu K-ras a zakresem metylacji
DNA. Mutacja genu K-ras uznana za wczesny etap
uszkodzenia molekularnego w onkogenezie jest sil-
nie skorelowana z hipometylacj¹ DNA. Uzyskane
przez nas rezultaty wskazuj¹ na hipometylacjê DNA
jako mechanizm u³atwiaj¹cy (promuj¹cy?) powsta-
wanie mutacji. W zestawieniu z faktem gorszego ro-
kowania dla pacjentek w przypadku obecnoœci muta-
cji w genie K-ras [5] wydaje siê wysoce prawdopo-
dobne, ¿e ocena metylacji DNA mo¿e stanowiæ
komplementarny marker prognostyczny raków en-
dometrium. W badanej przez nas grupie, u pacjen-
tek, u których stwierdzono najni¿szy poziom mety-
lacji DNA i mutacjê genu K-ras wyst¹pi³a wznowa
nowotworu i umar³y one w pierwszym roku po ope-
racji. Pozosta³e kobiety, wykazuj¹ce poziomy mety-
lacji DNA z operowanych guzów z zakresie wartoœci
œrednich, mimo stwierdzenia mutacji w genie K-ras
nie wykazuj¹ wznowy procesu nowotworowego;
niektóre z nich nawet 5 lat po operacji. 

Prezentowane badania w nowotworach z³oœli-
wych endometrium s¹ te¿ potwierdzeniem opinii
grupy Szyfa [7, 9, 10], ¿e metylacja DNA mo¿e byæ
regulowana przez geny rodziny ras. W opinii wspo-
mnianego zespo³u zmiany metylacji DNA mog¹ byæ
wywo³ywane przez modulacjê aktywnoœci promoto-
ra DNMT1, albo przez wzbudzanie globalnej deme-
tylacji, której mechanizm jest dotychczas niejasny.
Transaktywacja genu metylotransferazy spowodo-
wana jest zale¿n¹ od bia³ka ras fosforylacj¹ protoon-
kogenu j¹drowego c-Jun, który oddzia³uj¹c nastêp-
nie na miejsca AP-1 zlokalizowane w promotorze
metylotransferazy 5-cytozyny DNA wywo³uje
wzrost transkrypcji genu. Szyf i wsp. [10] stwierdzi-
li ponadto, ¿e frakcje j¹drowe komórek embrional-
nych myszy (P19) transfekowanych protoonkoge-
nem v-Ha-Ras wywo³uj¹ demetylacjê dwuniciowych
konstruktów DNA zbudowanych z oligonukleoty-
dów m5dCpdG. 

W œwietle wyników przeprowadzonych badañ
wydaje siê racjonalne uznaæ fakt, ¿e w rakach endo-
metrium z mutacj¹ genu K-ras istnieje korelacja po-
miêdzy drog¹ przenoszenia sygna³ów proliferacyj-
nych typu ras a zakresem metylacji DNA. W przy-
padku raków nie wykazuj¹cych obecnoœci mutacji
genu K-ras powinny byæ brane pod uwagê inne me-
chanizmy reguluj¹ce zakres metylacji DNA. 

Praca powsta³a w ramach realizacji grantów
Akademii Medycznej w Lublinie (DS 121/01 – W.B.,
PW 149/01 – K.P.) oraz Ligue National Contre le
Cancer, Comitee du Haut Rhin, France – G.K.,
K.P., W.B. 
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Summary

Materials and methods: We analyzed the methyldeoxycytosine (m5dC) and the deoxy-

cytosine content of genomic DNAs isolated from 44 primary endometrial cancers and 25

normal endometrium samples using enzymatic digestion into nucleotides, 32P postlabel-

ling, two-dimensional thin-layer chromatography on cellulose plates and bioimaging. 

Results: The overall m5dC of the uterine cancer DNAs (3.43%±0.47%) was signifi-

cantly higher than that of the normal proliferative endometrium (2.94%±0.4%, p=0.003)

and lower than that of the secretory endometrium DNAs (3.75%±0.47%, p=0.03). In ad-

dition, RFLP-PCR revealed K-ras gene point mutations in 25% (11 cases) of the cancers.

The m5dC of neoplasms with mutant K-ras was lower than that of cancers bearing the

wild-type gene (3.19%±0.31% vs. 3.51%±0.48%, p=0.047). Among all endometrial can-

cer DNAs six were found to be hypomethylated, eight were hypermethylated, whereas the

remaining 30 had m5dC within range of normal endometrium. Lower level of DNA methy-

lation seemed to be associated with diminished tumor invasiveness. K-ras gene altera-

tions were absent in all hypermethylated cancer DNAs. 

Conclusions: Our results suggest that alterations in overall DNA methylation seem to

be a result of neoplastic transformation and could therefore be used as a prognostic mo-

lecular marker of endometrial cancer. DNA hypomethylation may facilitate the mutabili-

ty of the K-ras gene. 

Key words: DNA methylation, endometrial cancer, K-ras gene.
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