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SSttrreesszzcczzeenniiee

CCeell  pprraaccyy::  Niestabilność mikrosatelitarna (MSI) odgrywa ważną rolę w rozwoju różnych nowotworów, w tym
raka endometrium. Celem pracy było określenie niestabilności mikrosatelitarnej u 100 kobiet w wieku pomeno-
pauzalnym z rakiem endometrium, w próbkach DNA uzyskanych z guza i krwi pobranych od tej samej pacjentki. 

MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy::  Jako kontrolę zastosowano krew uzyskaną od kobiet, u których nie stwierdzono choroby
nowotworowej (n=100). Niestabilność mikrosatelitarna została określona przy zastosowaniu panelu 5 markerów
mikrosatelitarnych dla jednonukleotydowych i dwunukleotydowych sekwencji powtórzonych: BAT 25 (locus 4q12),
BAT 26 (2p16), D2S123 (2p16-p21), D5S346 (5q21-q22) i D17S250 (17q11.2-q12). 

WWyynniikkii:: Nie stwierdzono różnic w częstości niestabilności mikrosatelitarnych pomiędzy próbkami krwi a prób-
kami uzyskanymi z guza, pobranych od tej samej pacjentki. Stopień niestabilności mikrosatelitarnej był znacząco
wyższy u chorych na raka endometrium [40/100 (40%)] w porównaniu z grupą kontrolną [12/100 (12%)] (p<0,05). 

WWnniioosseekk::  Wyniki sugerują, że niestabilność mikrosatelitarna wydaje się istotna dla rozwoju raka endometrium. 

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  niestabilność mikrosatelitarna, rak endometrium, markery mikrosatelitarne

SSuummmmaarryy

OObbjjeeccttiivvee::  Microsatellite instability (MSI) seems to be important for the development of various human
cancers including sporadic endometrial cancer. 

MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss::  The aim of this study was to evaluate microsatellite instability in 100 postmenopausal
women with endometrial cancer in DNA samples obtained from cancer tissue and blood of the same patients.
Blood samples from age-matched healthy women served as controls (n=100). MSI was studied at five loci
containing single- or dinucleotide repeat sequences and mapping to different chromosomal locations: BAT-25 
(at locus 4q12), BAT-26 (2p16), D2S123 (2p16-p21), D5S346 (5q21-q22) and D17S250 (17q11.2-q12).

RReessuullttss:: No differences in the MSI frequencies between blood and cancer tissue obtained from patients were
detected. The microsatellite instability status was significantly higher in endometrial cancer tissue [40/100 (40%)]
compared to controls [12/100 (12%)] (p<0.05). 

CCoonncclluussiioonn::  The results suggest that microsatellite instability seems to be important in the development of
sporadic endometrial cancer.

KKeeyy  wwoorrddss:: microsatellite instability, endometrial cancer, microsatellite markers
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WWssttêêpp

Na całym świecie rejestruje się stały wzrost liczby
chorych na raka błony śluzowej jamy macicy, w związku
z czym choroba ta staje się poważnym problemem dia-

gnostycznym i terapeutycznym. W genomie komórek ra-
kowych, w tym raka trzonu macicy, wykryto zaburzenia
w sekwencjach mikrosatelitarnych. Sekwencje mikrosa-
telitarne to krótkie, powtarzające się sekwencje nukle-
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otydów, rozsiane w warunkach prawidłowych w całym
genomie. Za zmiany te określane mianem niestabilności
sekwencji mikrosatelitarnych (ang. microsatellite insta-
bility – MSI) jest odpowiedzialny uogólniony defekt me-
chanizmów odpowiadających za wierność replikacji DNA
lub za poreplikacyjną naprawę DNA [1]. Defekty tego ty-
pu pojawiają się w wyniku mutacji genów mutatoro-
wych MMR (ang. mismatch repair), biorących udział
w naprawie nieprawidłowo sparowanych zasad DNA
oraz zasad niesparowanych, powstających wskutek in-
sercji lub delecji. 

Badania wskazują, że MSI odgrywa ważną rolę w roz-
woju różnych nowotworów [2–4], w tym raka endome-
trium [5–8]. 

Rak endometrium należy do najczęstszych nowotwo-
rów złośliwych rozwijających się w trzonie macicy [9]. Rak
błony śluzowej trzonu macicy występuje w 80% w okresie
pomenopauzalnym. Tylko 5% zachorowań na ten nowo-
twór notuje się przed 40. rokiem życia. Zajmuje on czwar-
te miejsce wśród zachorowań na raka u kobiet [10]. Rocz-
nie odnotowuje się na całym świecie ok. 150 tys. nowych
zachorowań na raka endometrium.

Niestabilność mikrosatelitarna (MSI) po raz pierwszy
została wykryta u rodzin z zespołem HNPCC (ang. here-
ditary nonpyloposis colorectal cancer) [11, 12]. Za jej 
powstawanie odpowiedzialny jest defekt w genach 
naprawczych. W 90% przypadków HNPCC mutacje ger-
minalne mają miejsce w genach MSH2 i MLH1 [13]. Jed-
nym z częściej występujących nowotworów w koincy-
dencji z rakiem jelita grubego jest rak endometrium.
W genomie jego komórek dochodzi często do MSI
pod wpływem uszkodzeń w genach mutatorowych [14,
15]. Poza tym wiadomo, że niestabilność mikrosatelitar-
ną spotyka się w 9–45% sporadycznych przypadków 
raka trzonu macicy [16, 17]. W prezentowanej pracy prze-
prowadzono analizę genetyczną niestabilności mikrosa-
telitarnych u chorych na raka endometrium. W celu ana-
lizy MSI zastosowano panel 5 markerów (wg kryterium
Bethesda) [18]; 2 jednonukleotydowe powtórzenia 
(BAT25 i BAT26) oraz 3 dwunukleotydowe powtórzenia
(D2S123, D5S346 i D17S250). 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

PPaaccjjeennttkkii  zz rraakkiieemm  eennddoommeettrriiuumm

Materiał do badań w postaci próbek krwi pobranej
na cytrynian oraz wycinków z guza endometrium został
uzyskany od 100 pacjentek z rakiem endometrium
w wieku pomenopauzalnym. Pacjentki mieściły się
w przedziale wiekowym 55–82 lat (średnia wieku ±SD,
68,8±6,68 roku). Wszystkie nowotwory sklasyfikowano
wg kryteriów ustalonych przez FIGO (ang. International
Federation of Gynaecology and Obstetrics). 

GGrruuppaa  kkoonnttrroollnnaa  

Jako kontrolę zastosowano krew uzyskaną od ko-
biet (n=100), u których nie stwierdzono choroby nowo-
tworowej. 

IIzzoollaaccjjaa  DDNNAA

DNA był izolowany z zastosowaniem komercyjnie
dostępnego zestawu QIAmp Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Niemcy) zgodnie z zaleceniami producenta.

AAnnaalliizzaa  nniieessttaabbiillnnooœœccii  mmiikkrroossaatteelliittaarrnnyycchh

Próbki genomowego DNA uzyskane od kobiet z ra-
kiem endometrium i kontrolnego DNA zostały poddane
analizie z zastosowaniem panelu 5 markerów mikrosa-
telitarnych dla jednonukleotydowych i dwunukleotydo-
wych sekwencji powtórzonych: BAT 25 (locus 4q12),
BAT 26 (2p16), D2S123 (2p16-p21), D5S346 (5q21-q22)
and D17S250 (17q11.2-q12) [18]. Wszystkie sekwencje
starterów uzyskano z komputerowej bazy danych Ge-
nome DataBase (GDB, at: http://www.gdb.org). Wa-
runki reakcji polimerazy łańcuchowej (PCR) podano
w tab. I. 

Reakcja PCR została przeprowadzona w termocykle-
rze Perkin-Elmer/Gene Amp, PCR System 2400. Miesza-
nina reakcyjna (25 µl) obejmowała 5 ng genomowego
DNA, 0,2 µmol każdego startera (ARK Scientific GmbH
Biosystems, Darmstad, Niemcy), 2,5 mM MgCl2, 1 mM

TTaabb..  II..  Sekwencje starterów

MMaarrkkeerr SSeekkwweennccjjee  ssttaarrtteerróóww WWaarruunnkkii  rreeaakkccjjii  PPCCRR

BAT25 TCG CCT CCA AGA ATG TAA GT 8 cykli 95°C przez 1 min, 56°C przez 45 s, 72°C przez 45 s
TCT GGA TTT TAA CTA TGG CTC

BAT26 TGA CTA CTT TTG ACT TCA GCC 2 cykle 95°C przez 45 s, 55°C przez 1 min, 72°C przez 30 s
AAC CAT TCA ACA TTT TTA ACC

D2S123 AAA CAG GAT GCC TGC CTT TA 35 cykli 95°C przez 45 s, 55°C przez 45 s, 72°C przez 45 s
GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC

D5S346 ACT CAC TCT AGT GAT AAA TCG GG 30 cykli 95°C przez 1 min, 57°C przez 45 s, 72°C przez 45 s
AGC AGA TAA GAC AAG TAT TAC TAG

D17S250 GGA AGA ATC AAA TAG ACA AT 35 cykli 95°C przez 45 s, 55°C przez 45 s, 72°C przez 45 s
GCT GGC CAT ATA TAT ATT TAA ACC
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dNTP i 1 U Taq Polymerase (Qiagen GmbH, Hilden, Niem-
cy). Produkt PCR podlegał elektroforezie denaturującej
w 8-procentowym żelu poliakryloamidowym i był wizu-
alizowany przez barwienie srebrem. Pacjentki, których
próbki DNA wykazywały allele nieobecne w kontrolnym
DNA, były klasyfikowane jako MSI pozytywne. 

AAnnaalliizzaa  ssttaattyyssttyycczznnaa

W celu analizy statystycznej zastosowano test χ2,
p<0,05 traktowano jako wynik statystycznie znaczący.

WWyynniikkii

Próbka była klasyfikowana jako przypadek o wysokim
stopniu niestabilności mikrosatelitarnej (ang. MSI-high
– MSI-H), jeśli dwa lub więcej markerów wykazywało nie-
stabilność, natomiast o niskim stopniu niestabilności mi-
krosatelitarnej (ang. MSI-low – MSI-L), jeśli jeden marker
wykazywał niestabilność w porównaniu z kontrolnym
DNA. Próbki, w których nie stwierdzono niestabilności 
mikrosatelitarnej, definiowano jako MSI stabilne (ang. 
MS-stable – MSS).

Przebadano 100 pacjentek z rakiem endometrium
oraz 100 kobiet z grupy kontrolnej. Nie stwierdzono róż-
nic w niestabilności mikrosatelitarnej pomiędzy próbka-
mi DNA uzyskanymi z guza a próbkami DNA otrzymany-
mi z krwi, pochodzącymi od tej samej pacjentki.
Czterdzieści ze 100 pacjentek (40%) wykazywało niesta-
bilność mikrosatelitarną przy zastosowaniu pełnego pa-
nelu 5 markerów; 30 pacjentek zostało zaklasyfikowa-
nych jako przypadki o wysokim stopniu niestabilności
mikrosatelitarnej, a 10 jako przypadki o niskim stopniu
niestabilności (tab. II).

Wykazano, że obecność MSI u chorych na raka en-
dometrium jest wyższa niż w grupie kontrolnej (p<0,05). 

DDyysskkuussjjaa

Proces rozwoju raka endometrium ciągle nie jest
do końca poznany. Wiadomo, że powstawanie nowo-
tworu jest wynikiem akumulacji wielu zmian genetycz-
nych [19]. W procesie nowotworzenia biorą udział trzy
główne grupy genów. W warunkach prawidłowych pod-
legają one kontrolowanej ekspresji podczas embrioge-
nezy, różnicowania i proliferacji komórek, natomiast ich
mutacje prowadzą do zaburzenia tych procesów i w kon-
sekwencji do transformacji nowotworowej. Są to:
• onkogeny powstające z protoonkogenów w wyniku

mutacji o charakterze dominującym, co oznacza, że
produkt zmutowanego allelu wykazuje wyższą aktyw-
ność niż produkt allelu niezmutowanego z tej samej
pary genów,

• geny supresorowe, których mutacje recesywne, a więc
ujawniające się tylko wówczas, gdy zachodzą w oby-
dwu kopiach genu, są odpowiedzialne za fenotyp no-
wotworowy,

• geny mutatorowe, których mutacje są odpowiedzialne
za częstotliwość pojawiania się mutacji w genomie
(geny kodujące enzymy kontrolujące wierność replika-
cji i naprawy DNA).

Defekty w funkcjonowaniu genów mutatorowych
prowadzą do powstawania niestabilności mikrosateli-
tarnych. Dane literaturowe wskazują, że MSI może od-
grywać ważną rolę w patogenezie i progresji raka endo-
metrium [20–24].

Badania wskazują, że MSI może być markerem ten-
dencji do powstawania błędów replikacyjnych w nowo-
tworach [8, 22, 25]. Defekty w genach naprawczych, 
takich jak MLH1, MSH2 i MSH6 powodują błędy replika-
cyjne, ujawniające się jako niestabilność markerów mi-
krosatelitarnych. Wykazano, że utrata ekspresji genu
MLH1 jest częstym zjawiskiem w raku endometrium

TTaabb..  IIII..  Liczba przypadków niestabilności mikrosatelitarnej u kobiet z rakiem endometrium w porównaniu z grupą kontrolną

PPaaccjjeennttkkii  zz  rraakkiieemm  eennddoommeettrriiuumm  ((nn==110000))

markery MSI wg kryteriów Bethesda

MSS MSI+

MSI-L MSI-H

markery markery markery markery markery markery
pozytywne [0] pozytywne [1] pozytywne [2] pozytywne [3] pozytywne [4] pozytywne [5]

n=60 (0,60)* n=10 (0,10) n=0 n=10 (0,10) n=0 n=20 (0,20)

GGrruuppaa  kkoonnttrroollnnaa  ((nn==110000))

markery MSI wg kryteriów Bethesda

markery markery markery markery markery markery
pozytywne [0] pozytywne [1] pozytywne [2] pozytywne [3] pozytywne [4] pozytywne [5]

n=88 (0,88)* n=8 (0,08) n=4 (0,04) n=0 n=0 n=0

*p<0,05 w porównaniu z grupą kontrolną
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[26–28]. W nowotworach endometrium z wysokim stop-
niem niestabilności mikrosatelitarnej stwierdzono utra-
tę ekspresji genu MLH1, podczas gdy utrata ekspresji te-
go genu była mniej częstsza w przypadkach niskiego
indeksu MSI. Ponieważ patologiczna ekspresja genu
MLH1 nie występuje we wszystkich nowotworach z po-
zytywnym indeksem MSI, sugeruje to, że w tym procesie
mogą uczestniczyć inne geny naprawcze [28]. 

W prezentowanej pracy wykazano związek pomię-
dzy występowaniem raka endometrium a obecnością
MSI – 40% chorych wykazywało MSI w przeciwieństwie
do 12% osób z grupy kontrolnej. 

Badania genetyczne wskazują, że w raku endome-
trium są wykrywane zmiany genetyczne, takie jak muta-
cje p53, utrata heterozygotyczności LOH czy zaburzenia
amplifikacji genów K-ras, PTEN oraz Her2/neu [29]. Ba-
dania autorów niniejszej pracy potwierdziły fakt, że
z tym nowotworem związana jest niestabilność mikro-
satelitarna. 

Wysoka częstość występowania MSI u kobiet z ra-
kiem endometrium dostarcza motywu do jej zastosowa-
nia jako markera wykrywania grupy wysokiego ryzyka
wystąpienia tego nowotworu. Do potwierdzenia tego
przypuszczenia konieczne są kolejne badania, które
obejmą większą grupę.

Praca powstała w oparciu o grant nr 6P05E12220 
uzyskany z Komitetu Badań Naukowych (KBN). 
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