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Ekspresja genu MMAC/PTEN w rakv endometrium — badania RT-PCR

MMAC/PTEN gene expression in endometrial cancer — RT-PCR studies
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Streszczenie

Obecnos¢ mutacji w genie MMAC/PTEN (ang. phosphatase and tensin homologue deleted on chromoso-
me 10) stwierdza sie w raku piersi, prostaty, jajnika, jelita, czerniaku i raku endometrium.

W prezentowanej pracy badano ekspresje genu MMAC/PTEN u kobiet z rakiem endometrium (n=70) w prob-
kach RNA uzyskanym z tkanek guza. Jako kontrole zastosowano prébki uzyskane od 68 pacjentek z prawidtowym
endometrium. Ekspresja MMAC/PTEN byta okreslona przy zastosowaniu techniki odwrotnej transkrypcji sprze-
zonej z tancuchowa reakcja polimerazowa (ang. reverse transcription-polymerase chain reaction — RT-PCR).

Ekspresja genu MMAC/PTEN w raku endometrium byta znaczaco nizsza w poréwnaniu z grupg kontrolng
(p<0,05). Ponadto zaobserwowano znaczace rdznice (p<0,05) miedzy ekspresja MMAC/PTEN w stopniu Ill w po-
rownaniu z innymi stopniami zaawansowania nowotworu.

Wyniki sugeruja, ze ekspresja genu MMAC/PTEN moze by¢ zwigzana z wystapieniem raka endometrium.

Stowa kluczowe: MMAC/PTEN, ekspresja, sporadyczny rak endometrium, RT-PCR

Summary

Mutations in the MMAC/PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) gene are
documented in cancers of the breast, prostate, ovary, colon, melanoma, glioblastoma, lymphoma and

endometrium.

In the present work MMAC/PTEN gene expression in women with endometrial adenocarcinoma (n=70) in
RNA samples obtained from cancer tissue were investigated. Control DNA was obtained from 68 normal
endometrial tissue samples. The MMAC/PTEN expression was determined by RT-PCR analysis.

Expression of the MMAC/PTEN gene in endometrial adenocarcinoma cases was significantly reduced
compared to the expression in the normal samples (p<0.05). Furthermore a significant difference (p<0.05) was
observed between the expression of MMAC/PTEN in stage Il versus lower stages of endometrial cancer.

The results support the hypothesis that MMAC/PTEN gene expression may be associated with the incidence

of endometrial cancer.
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Wstep

W wielu krajach na catym Swiecie rejestruje sie staty
wzrost liczby chorych na raka btony sluzowej jamy ma-
cicy, w zwigzku z czym choroba ta staje sie powaznym
problemem diagnostycznym i terapeutycznym. Rocznie
odnotowuje sie na Swiecie 150 tys. nowych zachorowan
na raka endometrium (najwyzszy wskaznik zachorowal-

noéci we Flandrii, region Varese 247/100 tys.,
21 w USA, 2,7 w Japonii) [1]. Wyodrebniono co najmniej
dwa typy rakéw. Typ | to gtéwnie raki endometrioidalne
(ang. endometrioid carcinoma), stanowig one do 80% ra-
kéow endometrium i zwigzane sg gtéwnie z rozrostem
endometrium. Typ Il to rzadszy typ nieendometrioidalny,
wywodzacy sie z atroficznego endometrium [1]. S3 to
najczesciej raki surowicze (ang. serous), jasnokomorko-
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we (ang. clear cell) lub rzadziej brodawkowe (ang. papil-
lary), czy ptaskonabtonkowe (ang. squamous carcino-
mas) rozwijajace sie na podtozu atroficznej tkanki endo-
metrium u starszych kobiet [2].
Czynnikami ryzyka raka endometrium sa:
« otytos¢,
« Zle dobrana terapia hormonalna,
« dieta bogata w ttuszcze,
« cukrzyca,
« nadciénienie tetnicze,
* predyspozycje rodzinne [3].

Czynniki prognostyczne nie daja jednak petnego ob-
razu biologii nowotworu [4]. Dlatego istotne wydaje sie
badanie i poszukiwanie innych, nowych czynnikéw ro-
kowniczych.

Gen MMAC/PTEN jest genem supresorowym zlokali-
zowanym na chromosomie 10q, kodujacym biatko fosfa-
taze (fosfatydyloinozytol 3,4,5-trifoforan fosfatazy) mo-
dulujaca wzrost komérek i proces apoptozy. Mutacje
somatyczne w genie MMAC/PTEN stwierdza sie w réz-
nych nowotworach. Mutacje somatyczne lub delecje
MMAC/PTEN wykrywa sie w 40-76% rakoéw endome-
trium [5-8]. W szczegblnosci region 10g23 i 10q25-g26
moga by¢ silnie zwigzane z kancerogeneza raka endo-
metrium [9, 10]. Mutacje genu MMAC/PTEN spotyka sie
w 22% rozrostéw endometrium zaréwno bez, jak i z aty-
pig [11, 12].

Kappes i wsp. wykazali znaczace zmniejszenie pozio-
mu ekspresji MMAC/PTEN w raku endometrium w po-
rownaniu z prawidtowym endometrium [13].

Dla lepszego zrozumienia wptywu MMAC/PTEN
w kancerogenezie raka endometrium analizowano eks-
presje tego genu u kobiet z rakiem endometrium.

Materiaty i metody

Pacjentki

Materiat do badanh stanowity bloczki parafinowe po-
chodzace z archiwum Zaktadu Patomorfologii Klinicznej
Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi. W bada-
niach uczestniczyto 70 kobiet w wieku 58-71 lat ($red-
nia 68 lat). Wszystkie przypadki zostaty okreslone wg

kryteriéw FIGO (International Federation of Gynaecology
and Obstetrics). Do badan zakwalifikowano 15 nowo-
twordw | stopnia, 43 Il stopnia i 12 Ill stopnia. Grupe kon-
trolng stanowity probki uzyskane z prawidtowego endo-
metrium (n=68).

Izolacja RNA i reakcja RT-PCR

Izolacje mRNA przeprowadzono z zastosowaniem
TRIzol*Reagents (Invitrogen™, San Diego, CA) zgodnie
z zaleceniami producenta. cDNA uzyskano w reakcji od-
wrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu firmy Invitro-
gen™. Sekwencje starterow w reakcji PCR amplifikujace
region od 117 do 741 pz byty nastepujace: F1- 5' CAGA-
AAGACTTGAAGGCGTAT 3' i B1- 5" AACGGCTGAGGGA-
ACTC 3"). Startery do amplifikacji a.-enolazy obejmujace
region od 77 do 532 pz: EF1- 5' TGGCAGGATGACTTCA-
GA 3'i EBI1- 5" AGTGGCTAGAAGTTCACC 3'. Reakcja PCR
zostata przeprowadzona w DNA Thermal Cycler (Gene-
Amp PCR System 2400; Perkin-Elmer, Norwalk, CT,
U.S.A.). Warunki reakcji byty nastepujace 45 s w 94°C,
45 s w 54°C, 1 min w 72°C, powtérzenie 40 cykli. Miesza-
nina reakcyjna 25 pl zawierata 100 ng cDNA, 1 ul kazde-
go startera (ARK Scientific GmbH Biosystems, Darmstad,
Germany), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) i 1 jednostke Taq Polymerase (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany). Produkt PCR byt analizowany
w 2-procentowym Zelu agarozowym po barwieniu brom-
kiem etydyny.

Wyniki

Ekspresje genu MMAC/PTEN stwierdzono w 46%
przypadkéw raka endometrium (32/70) i w 62% prébek
kontrolnych (42/68). Ekspresja MMAC/PTEN w prébkach
komérek guza byta znaczaco zredukowana w poréwna-
niu z poziomem ekspresji w tkankach prawidtowych
(p<0,05).

Zaleznos¢ poziomu ekspresji MMAC/PTEN od stop-
nia zaawansowania nowotworu u pacjentek z rakiem
endometrium przedstawiono w tab. | Ekspresja
MMAC/PTEN w stopniu Ill byta znaczaco zredukowa-
na w poréwnaniu z nizszymi stopniami zaawansowania
raka endometrium.

Tab. I. Ekspresja genu MMAC/PTEN u chorych na raka endometrium i w grupie kontrolnej

Ekspresja MMAC/PTEN
obecnos¢ brak
grupa kontrolna (n=68) 42 (0,62) 26 (0,38)
pacjentki (n=70) 32 (0,46)* 38 (0,54)
stopien I° (n=15) 12 (0,80) 3(0,20)
stopien Il (n=43) 18 (0,40) 25 (0,60)
stopien Ill (n=12) 2 (0,17) 10 (0,83)

p<0,05 w poréwnaniu z grupg kontrolng, *‘wg FIGO
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Dyskusja

Wiadomo, ze rozwdj raka endometrium jest zwigza-
ny z akumulacja pewnych specyficznych zmian gene-
tycznych. W procesie nowotworzenia biorg udziat
3 gtéwne grupy gendw. Zmiany w genach reprezentuja-
cych wszystkie klasy zostaty zidentyfikowane w rakach
endometrium. W warunkach prawidtowych podlegaja
one kontrolowanej ekspresji podczas embriogenezy, roz-
nicowania i proliferacji komoérek, natomiast ich mutacje
prowadza do zaburzenia tych proceséw i w konsekwen-
cji do transformacji nowotworowej. S to:

« onkogeny,
e geny supresorowe,
e geny mutatorowe.

Gen MMAC/PTEN, ktérego mutacje stwierdza sie
w licznych nowotworach, koduje glikoproteine o masie
54 kDa, ktéra dziata jako specyficzna fosfataza. U ludzi
z konstytutywnymi mutacjami PTEN stwierdza sie dzie-
dziczne predyspozycje do nowotwordéw ztosliwych okre-
Slane jako choroba Cowdena, charakteryzujaca sie wyso-
ka czestoscig rakow piersi, tarczycy i innych w potaczeniu
z hamartoma wielu organéw. Stwierdza sie tendencje
zwiekszonego ryzyka raka endometrium u kobiet z choro-
ba Cowdena, lecz prace nad tym zagadnieniem wymagaja
dalszych badan [8, 9]. MMAC/PTEN jest genem czesto
zmutowanym w raku endometrium. Mutacje MMAC/PTEN
wykrywa sie w 33-55% rakdéw endometrium [14-16].

W naszej pracy przeprowadzonej w grupie 70 kobiet
z rakiem endometrium zaobserwowano, ze ekspresja
MMAC/PTEN byta znaczaco nizsza u chorych niz w kon-
troli. Dane literaturowe wskazuja, ze podobne wyniki za-
obserwowano w raku prostaty [17], tarczycy [18] oraz ra-
ku piersi [13]. Brak ekspresji moze by¢ zwigzany z roézny-
mi mechanizmami. Jedng mozliwoscig jest zmiana
metylacji regionu regulujacego transkrypcje [6, 7]. W oto-
czeniu locus chromosomu 10 zawierajacego gen PTEN
moga znajdowac sie inne geny supresorowe, ktére moga
ulega¢ usunieciu wraz z PTEN. Jednym z nich jest gen
EMX2 zawierajagcy homeodomene. Podwyzszona ekspre-
sja natywnego genu EMX2 jest zwigzana z obnizonym
tempem proliferacji endometrium, co moze zostac przypi-
sane genowi supresorowemu. Delecje EMX2 obserwuje
sie w niektérych gruczolakorakach endometrium. [19]. In-
na mozliwoscig zaproponowang przez zesp6t Li i wsp. jest
sytuacja, kiedy identyfikacja MMAC/PTEN bazuje na po-
dobienstwie do fosfatazy [20, 21].

Badania autoréw niniejszej pracy wskazuja, ze zmia-
na ekspresji genu MMAC/PTEN moze by¢ zwigza-
na z rozwojem raka endometrium. Do potwierdzenia te-
go przypuszczenia konieczne sg nastepne badania.
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