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Celem pracy bylo ustalenie zaleznosci pomiedzy stopniem catkowitej metylacji genomowe-
go DNA a mutacjami punktowymi w kodonie 12 genu K-ras w rakach endometrium u kobiet.

Materiat i metody stanowito DNA uzyskane z 44 pierwotnych rakow endometrium. Kontro-
le stanowity probki DNA uzyskane z 25 prawidtowych tkanek endometrium. Zakres metylacji
DNA ustalano poprzez oceng ilosciowq chromatograficznych rozdziatow hydrolizatow DNA
znakowanych P [YATP] na kovicu 5’ (?P-postlabeling). Mutacje punktowe w kodonie 12 ge-
nu K-ras oceniano technikq analizy polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych i reak-
cji taricuchowej polimerazy (RFLP-PCR).

Totalna metylacja genomowego DNA w rakach endometrium wynosita 3,43%=0,47% i by-
ta znamiennie statystycznie wyzsza niz w prawidtowym endometrium fazy proliferacyjnej
(2,94% +0,40%, p=0,003) ale nizsza 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
rakow. Metylacja genomowego DNA byla znamiennie nizsza w rakach wykazujgcych mutacje
kodonu 12 genu K-ras w relacji do zakresu DNA nowotworow nie wykazujqcych tej mutacji.

Wniosek: Hipometylacja DNA moze utatwiac powstawanie mutacji w genie K-ras.

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

(Przeglgd Menopauzalny 2002, 2: 14 —17)

Metylacja dezoksycytozyny (dC) jest epigene- reszty metylowej (CH;-) do pierscienia pirymidyno-
tyczng i jedyng znang dotychczas fizjologiczng mo- wego dC w pozycji 5 [11]. Reakcj¢ powyzszg katali-
dyfikacja DNA [12]. Polega ona na przylaczeniu zujg specyficzne enzymy zwane metylotransferazami
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5-cytozyny DNA [4, 8]. Zmiany metylacji DNA, za-
réwno w kierunku hipometylacji, jak i hipermetylacji
s3 uznawane za jedne z najwczesniejszych zjawisk
w onkogenezie [1]. Hipometylacja moze powodowad
zwieckszong tendencj¢ do mutacji i tym samym ufa-
twiaé progresj¢ procesu nowotworowego [3].

Ostatnio ustalono, ze aktywnos¢ metylotransferazy
DNA jest regulowana przez uktad produktéw protoon-
kogendéw jadra komoérkowego ras i jun (ang. Ras-Jun
signaling pathway) [7, 9, 10]. Rodzina genéw ras skta-
da si¢ z trzech genéw H-ras, N-ras i K-ras [2]. Naby-
waja one wlasnosci onkogennych poprzez mutacje
punktowe w regionach okreslanych jako gorace miej-
sca (ang. hot spots), wystgpujacych najczesciej w ko-
donach 12, 13, 59 i 61. Mutacje genu K-ras wykrywa
si¢ najczgsciej w nowotworach typu gruczolakorakéw
w trzustce, okreznicy, ptucach i endometrium [2].

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

Celem pracy bylo ustalenie ewentualnego zwigzku
pomiedzy mutacjami w kodonie 12 genu K-ras a zakre-
sem metylacji totalnego genomowego DNA w rakach
endometrium.

Materiat i metody

Probki raka endometrium uzyskano od 44 pacjen-
tek operowanych w II Katedrze i Klinice Ginekologii
Akademii Medycznej w Lublinie. Sredni wiek opero-
wanych wyniést 60,1+9,5 lat (zakres od 38-81 lat).
Histologicznie prawidlowe tkanki endometrium z fa-
zy proliferacyjnej i fazy sekrecyjnej, stuzace jako
kontrola uzyskano od 25 pacjentek operowanych
z powodu innego niz patologia btony sluzowej maci-
cy. Pacjentki z tej grupy wykazywaty prawidlowy
cykl miesigczny.

Probki DNA w ilosci 1 pug poddawano trawieniu
do 3’ monofosfonukleozydéw za pomocg nukleazy
mikrokokowej (2 ug) i fosfodiesterazy sledzionowe;j
(1 ng) (Sigma-Aldrich) w buforze zawierajagcym 20
mM bursztynianu sodu pH 6 z dodatkiem 10 mM
CaCl,. Po trawieniu roztwér dopetniano wodg desty-
lowang do 60 ul i z tej prébki pobierano do znakowa-
nia 10 pl roztworu co odpowiada 0,17 pg DNA.
Prébki liofilizowano, a nast¢pnie dodawano 5 pl bu-
foru bicyna — HCI pH 9,25 zawierajacego 2 uCi
v-"P-ATP, (Amersham, USA), 400 pM nieznakowa-
nego ATP i 2 U kinazy polinukleotydowej (pK) (Sig-
ma-Aldrich). Znakowanie przeprowadzono w tazni
wodnej w temp. 37°C przez 30 min. Do kazdej z pro-
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bowek zawierajgcej mieszaning 3°, 5’ dwufosfora-
néw nukleozydéw znakowanych *P na koricu 5°, do-
dawano 4 mU apyrazy (Sigma-Aldrich) w celu stra-
wienia nadmiaru ATP. Reakcj¢ powyzszg przeprowa-
dzano w temperaturze pokojowej w czasie 20 min.
Uzyskane w reakcji znakowania dwufosforany dez-
oksynukleotydéw poddawano defosforylacji w pozy-
cji 3’ przy udziale 0,1 ug nukleazy P, (Boehringer,
Niemcy) w temp. 37°C w 5 ul buforu zawierajgcego
0,5 M octan amonu (CH;COONH,) pH 4,5.

Prébki hydrolizatu w objetosci 5 ul nanoszono
punktowo na ptytki celulozowe o wymiarach 20 x 20
cm (Merck, Darmstadt, Niemcy) i poddawano 2-kie-
runkowej chromatografii cienkowarstwowej (TLC).
Rozdzial chromatograficzny w pierwszym kierunku
przeprowadzano stosujac rozpuszczalnik o nastgpu-
jacym sktadzie: kwas izomastowy:H,O:NH,OH
(66:17:1- v/v/v). Czas rozdzialu w pierwszym kie-
runku monitorowano obserwujac migracje solwentu
— rozdziat koficzono w momencie osiggnig¢cia przez
solwent gérnej krawedzi ptytki. Sredni czas rozdzia-
tu wynosit 12-14 godz. Po wysuszeniu ptytek w tem-
peraturze pokojowej (ok. 6-8 godz.) przystgpowano
do rozdzialu w drugim kierunku, stosujac solwent
o nastgpujacym sktadzie: 0,1M Na,HPO,/NaH,PO,
pH 6.8: siarczan amonu: propanol — 1 (100:60:1,5 —
v/w/v). Po zakoniczeniu rozdzialu chromatograficz-
nego plytki umieszczano w cieplarce i suszono
w temp. 52°C co najmniej przez 2 godz. Pomiary ilo-
Sciowe radioaktywnosci znakowanych plamek za-
wierajgcych metylo-5-dezoksycytydyne (pm5dC)
i dezoksycytydyne¢ (pdC) przeprowadzano 2-krotnie
przy pomocy analizatora (bio-imaging) (BAS 2000,
Fuji, Japonia) w trybie ilosciowym. Zawarto$¢ m’dC
obliczano ze wzoru (m’dC/m°dC + dC) x 100%.

Analiz¢ mutacji kodonu 12 w genie K-ras anali-
zowano metoda polimorfizmu diugosci fragmentéw
restrykcyjnych i1 reakcji taficuchowej polimerazy
(RFLP-PCR) zgodnie z metodg opisang przez Jiang
i wsp. [6]. W skrécie uzywajac specyficznych prime-
row amplifikowano 157-nukleotydowe fragmenty
pierwszego exonu genu K-ras, ktére poddawano en-
zymatycznemu trawieniu endonukleazg restrykcyjng
BstNI. W rozdziale elektroforetycznym na 10% zelu
poliakrylamidowym w przypadku braku mutacji (typ
dziki) uzyskiwano 3 fragmenty (odpowiednio o dtu-
gosci 114pz, 29pz i 14pz). W przypadku obecnosci
mutacji w rozdziale elektroforetycznym wystgpowa-
ty jedynie 2 prazki o dlugosci 143pz i 14pz. Jako
kontrole pozytywng uzywano DNA ze zmutowanych
komérek raka endometrium, uzyskanych z hodowli
komérkowej, zas jako kontrola negatywna stuzyt
DNA uzyskany z lozyska czlowieka.
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Analiza statystyczna

Analizg statystyczng wykonywano przy pomocy
pakietu Statistica 5, stosujac test t-Studenta. Wyniki
przedstawiono jako srednie +odchylenie standardowe.
Istotnos¢ réznic oceniano w oparciu o p <0,05.

Wyniki

Totalna metylacja genomowego DNA w rakach
endometrium wynosita 3,43%+0,47% i byta zna-
miennie statystycznie wyzsza niz w prawidiowym
endometrium fazy proliferacyjnej (2,94%=+0,40%,
p=0,003) ale nizsza 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 rakéw. Metylacja genomowego DNA
byta znamiennie nizsza w nowotworach wykazuja-
cych mutacj¢ kodonu 12 genu K-ras w relacji do za-
kresu DNA guzéw nie wykazujacych tej mutacji
(3,19%=+0,31% versus 3,51%+0,48%, p=0,047). Za-
kres metylacji DNA w prawidlowym endometrium
fazy prolifreacyjnej, w relacji do zakresu metylacji
DNA rakéw endometrium wykazujgcych mutacje
w zakresie kodonu 12 genu K-ras nie wykazywal
istotnych statystycznie réznic. Istotna réznica wy-
stepowata natomiast w przypadku endometrium fazy
sekrecyjnej w relacji do rakéw endometrium z muta-
cja genu K-ras, gdzie stwierdzono istotnie nizszy za-
kres metylacji w DNA tkanki guza (p=0,0024).
W przypadku nowotworéw bez mutacji metylacja
DNA guza byta znamiennie wyzsza w relacji do en-
dometrium fazy proliferacyjnej (p=0,0012) i bardzo
zblizona do zakresu metylacji DNA w endometrium
fazy sekrecyjnej.

Dyskusja

Przeprowadzone przez nas badania pokazaty, ze
zakres metylacji genomowego DNA w pierwotnych
rakach endometrium miesci si¢ najczgsciej w grani-
cach metylacji prawidiowego endometrium kobiet
w okresie rozrodczym. Jedynie 6 guzéw nowotworo-
wych wykazywalo wartosci metylacji DNA ponizej
wartosci uzyskiwanych dla prawidtowego endome-
trium. Wyniki przeprowadzonych przez nas badan
wskazujg na fakt, ze w przypadku rakéw endome-
trium nie obserwuje si¢ hipometylacji jako czynnika
promujacego onkogeneze. Stwierdzono nawet, Ze
w przypadku rakéw endometrium, hipermetylacja
jest czestszym zjawiskiem molekularnym niz hipo-
metylacja.

W naszych badaniach po raz pierwszy stwierdzo-
no, ze istnieje korelacja pomigdzy obecnoscig muta-
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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 hipometylacja DNA. Uzyskane
przez nas rezultaty wskazujg na hipometylacj¢ DNA
jako mechanizm ulatwiajgcy (promujgcy?) powsta-
wanie mutacji. W zestawieniu z faktem gorszego ro-
kowania dla pacjentek w przypadku obecnosci muta-
cji w genie K-ras [5] wydaje si¢ wysoce prawdopo-
dobne, ze ocena metylacji DNA moze stanowic
komplementarny marker prognostyczny rakéw en-
dometrium. W badanej przez nas grupie, u pacjen-
tek, u ktérych stwierdzono najnizszy poziom mety-
lacji DNA i mutacj¢ genu K-ras wystgpita wznowa
nowotworu i umarty one w pierwszym roku po ope-
racji. Pozostate kobiety, wykazujace poziomy mety-
lacji DNA z operowanych guzéw z zakresie wartosci
Srednich, mimo stwierdzenia mutacji w genie K-ras
nie wykazujg wznowy procesu nowotworowego;
niektére z nich nawet 5 lat po operacji.

Prezentowane badania w nowotworach ztosli-
wych endometrium sg tez potwierdzeniem opinii
grupy Szyfa [7, 9, 10], ze metylacja DNA moze by¢
regulowana przez geny rodziny ras. W opinii wspo-
mnianego zespotu zmiany metylacji DNA mogg by¢
wywotywane przez modulacje aktywnos$ci promoto-
ra DNMTI, albo przez wzbudzanie globalnej deme-
tylacji, ktérej mechanizm jest dotychczas niejasny.
Transaktywacja genu metylotransferazy spowodo-
wana jest zalezng od biatka ras fosforylacja protoon-
kogenu jadrowego c-Jun, ktéry oddziatujgc nastep-
nie na miejsca AP-1 zlokalizowane w promotorze
metylotransferazy 5-cytozyny DNA wywotuje
wzrost transkrypcji genu. Szyf i wsp. [10] stwierdzi-
li ponadto, ze frakcje jadrowe komoérek embrional-
nych myszy (P19) transfekowanych protoonkoge-
nem v-Ha-Ras wywotujg demetylacje dwuniciowych
konstruktéw DNA zbudowanych z oligonukleoty-
déw m’dCpdG.

W sSwietle wynikéw przeprowadzonych badan
wydaje si¢ racjonalne uznac fakt, ze w rakach endo-
metrium z mutacjg genu K-ras istnieje korelacja po-
miedzy drogg przenoszenia sygnaléw proliferacyj-
nych typu ras a zakresem metylacji DNA. W przy-
padku rakéw nie wykazujacych obecnosci mutacji
genu K-ras powinny by¢ brane pod uwage inne me-
chanizmy regulujace zakres metylacji DNA.

Praca powstata w ramach realizacji grantow
Akademii Medycznej w Lublinie (DS 121/01 — W.B.,
PW 149/01 — K.P.) oraz Ligue National Contre le
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K.P, W.B.
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Summary

Materials and methods: We analyzed the methyldeoxycytosine (m’dC) and the deoxy-
cytosine content of genomic DNAs isolated from 44 primary endometrial cancers and 25
normal endometrium samples using enzymatic digestion into nucleotides, P 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 m’dC 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 m’dC 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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